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RESUMO

A proposta deste estudo foi avaliar a relevanciaredptor
TRPAL (receptor de potencial transitorio com doosriipo anquirina
1) na hiperatividade da bexiga urinaria decorrelatéesdao medular em
ratos. A lesdo medular resultou em alteragfes pactade locomotora
dos animais, em hipertrofia muscular e dano na gaexirinaria,
representado pela perda de células uroteliais, afgiim de edema,
deposicdo de fibrina e infiltragdo de neutréfildeem como por
mudancgas na contratilidade do 6rgédo e nos parésnenadindmicos
envolvidos no processo de mic¢ao. Além disso, @lesedular induziu
aumento nos niveis do RNAm e da expressao do mc&RPAL na
bexiga urinaria e nos neurbnios do GRD (gangliocada dorsal) e da
expressao do receptor TRPV1 (receptor de potencaisitorio
vanildide 1) na bexiga urinaria, nos neurénios d®DEL6-S1) e na
porcao correspondente da medula espinhal. A exjmsig KCI (agente
despolarizante), carbacol (agonista de receptorasscaminicos),
cinamaldeido (agonista do receptor TRPA1) ou daaieipa (agonista
do receptor TRPV1) as preparagdes de bexiga wimddiuziu resposta
contratil, a qual foi potencializada pela lesédo at@d A pré-incubacéo
das preparacdes de bexiga urinaria com HC-03008thganista do
receptor TRPA1) ou com SB-366791 (antagonista depter TRPV1),
ou ainda o tratamento intratecal com antisenseoadigxinucleotideo
para o receptor TRPAl (AS-ODN TRPAl), todos recumir
significativamente a resposta contratil da bexigaania induzida pelo
cinamaldeido. Por outro lado, o tratamento intat@mom AS-ODN
TRPA1 ndo interferiu com a resposta contratil indazoelo carbacol
(agonista muscarinico). Ademais, a remocdo daslaséluroteliais
reduziu a resposta contratil mediada pelo cinanfidddeu pelo carbacol.
A lesdo medular aumentou a amplitude da atividaded espontanea
da bexiga urinaria, o nimero de contracdes nacciaslss a miccao
(CNMs), a pressdo basal, a pressdo limiar, a odgdei de
armazenamento da bexiga urinaria, o volume residuakeduziu o
intervalo entre as contracbes, o volume eliminada eficiéncia do
esvaziamento vesical. O tratamento sistémico agedo HC-030031
reduziu significativamente a amplitude e o nimexdCeNMs, enquanto
0 tratamento intratecal com AS-ODN TRPA1 reduzimniamero de
CNMs e normalizou a atividade fasica espontdnehexéga urinaria.
Além disso, o tratamento com AS-ODN TRPA1l reduziu
acentuadamente a expresséao do receptor TRPAL nd@miees do GRD






(L6-S1), na porcédo correspondente da medular eslpimo muisculo
detrusor, porém ndo no urotélio da bexiga urindEatudos realizados
em cultura neuronal mostraram que a lesdo meddariu aumento na
propor¢éo de neurénios do GRD (L6-S1) responsivoa mobilizacao
de célcio intracelular ao estimulo com cinamalde&@mpenas na
mobilizacdo de célcio intracelular ao estimulo ceapsaicina. A
exposicao dos neurénios do GRD (L6-S1) as neuma®fNGF (fator
de crescimento derivado do nervo) ou BDNF (fatourogofico
derivado do cérebro) induziu aumento na mobilizagho calcio
intracelular ao estimulo com cinamaldeido ou capsai enquanto a
exposi¢cdo ao BDNF induziu aumento na proporcao eladmios do
GRD responsivos ao cinamaldeido. Finalmente, apésé@ medular os
niveis de NGF e BDNF foram aumentados na bexigaars, nos
neurdnios do GRD (L6-S1) e na porcdo corresponddatemedula
espinhal. Em conjunto, os resultados sugerem guedelo animal de
lesdo medular utilizado neste estudo reproduziu a#teracoes
fisiopatolégicas no trato urindrio inferior e evimé& um papel
importante do receptor TRPA1 na hiperatividade arién causada pela
lesdo medular em ratos.

Palavras-chave Lesdo Medular. Bexiga urinaria hiperativa. Reaept
TRPAL. Receptor TRPV1.






ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the aslesy of
TRPA1 receptor (transient receptor potential amkiike 1) in
overactive urinary bladder caused by spinal cojarynin rats. Spinal
cord injury resulted in locomotor capacity altevati muscular
hypertrophy and damage in urinary bladder, reptesehy urothelial
cell loss, edema formation, fibrin deposition arditnophil infiltration,
as well as by changes in contractility urinary bllsdand in urodynamic
parameters of the micturition process. Moreoveinapcord injury
induced up-regulation of TRPA1 protein and mRNAelsvin urinary
bladder and in DRG (dorsal root ganglion) neurond also TRPV1
(transient receptor potential vanilloid 1) protelavels in urinary
bladder, DRG neurons and in corresponding segménhen spinal
cord.The exposure of KCI (depolarizing agent), aahml (muscarinic
receptors agonist), cinnamaldehyde (TRPA1l receptgonist), or
capsaicin (TRPV1 receptor agonist) to urinary biadgreparations
induced contractile response, which was potentidigdspinal cord
injury. The pre-incubation of the urinary bladdeegarations with HC-
030031 (TRPA1 receptor antagonist) or SB-366791PVR receptor
antagonist), or the intrathecal treatment with TRPAnNtisense
oligodeoxynucleotide (TRPA1 AS-ODN), all signifiggnreduced the
cinnamaldehyde-induced contractile response. Therohand, the
intrathecal treatment with TRPA1 AS-ODN did noterrfere on the
contractile response induced by carbachol (muscarieceptors
agonist). In addition, the removal of urothelialll€ereduced the
contractile response mediated by cinnamaldehydeadyachol. Spinal
cord injury increased the amplitude of spontangahasic activity of the
urinary bladder, the number of non-voiding conimatt (NVCs), the
basal pressure, the threshold pressure, the urbladgler capacity, the
residual volume and reduced the inter-contractioterval, voided
volume and the urinary voiding efficiency. Systeraicute treatment
with HC-030031 significantly reduced the amplituat®ed the number of
NVCs, while the intrathecal treatment with TRPA1-@®N reduced
the number of NVCs and normalized the spontanehasip activity of
the urinary bladder. Moreover, TRPA1 AS-ODN treatinenarkedly
reduced the TRPA1 receptor expression in DRG naufbf-S1), in
corresponding segment of the spinal cord, in detrasuscle, but not in
urothelium of the urinary bladder. Studiesried out in neuronal






cultures showed that spinal cord injury inducedrease in the
proportion of cinnamaldehyde-responsive DRG neuri&S1) and
cinnamaldehyde-induced intracellular calcium mahbifion and only in
capsaicin-induced intracellular calcium mobilizatioThe exposure of
DRG neurons (L6-S1) to neurotrophins NGF (nervemgnofator) or
BDNF  (brain-derived  neurotrophic  factor) increasedhe
cinnamaldehyde or capsaicin-induced calcium madiim, while the
BDNF exposure induced increase in the proportionilmiamaldehyde-
responsive DRG neurons (L6-S1). Finally, after apicord injury the
NGF and BDNF levels were increased in urinary bdaid®RG neurons
(L6-S1) and in corresponding segment of the spic@id. Taken
together, the results suggest that the animal mafdgbinal cord injury
used in this study reproduced the physiopatholbgitarations in lower
urinary tract and evidence an important role of ARPreceptor in
overactive urinary bladder caused by spinal cojuhyrin rats.
Keywords: Spinal cord injury. Overactive urinary bladderRAAL
receptor. TRPV1 receptor.
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1. INTRODUCAO

A lesdo medular acomete mundialmente cerca de ihben de
pessoas (Schwab et al., 2006). No Brasil, seguradsiaténcia a crianca
deficiente (AACD) estima-se o surgimento de 600@oscacasos a cada
ano. A violéncia urbana dos grandes centros ettfamente ligada a
estes dados estatisticos, porém a etiologia don&ranedular varia em
funcdo das caracteristicas de cada regido e dodgpatividade da
populacdo. As lesdes medulares sdo em 80% dos dasasigem
traumatica, principalmente por projéteis de arma fago (40%),
acidentes automobilisticos (30%) e mergulho (159§.homens com
média de idade de 25 anos s@o os mais acometifies),(6os quais,
70% tornam-se paraplégicos (paralisia parcial aoupteta de parte ou
ambos os membros inferiores e tronco, resultantesiEs na medula
espinhal toracica, lombar ou sacral) e 30% tetgagdé (paralisia
parcial ou completa dos quatro membros e troncultente de lesGes
na medula cervical) (Schmitz et al., 2004).

O traumatismo na medula espinhal pode resultarlEragdes
nas fungbes motora, sensitiva e autondmica, implicaem perda
parcial ou total dos movimentos voluntarios ou dasgilidade (tatil,
dolorosa e profunda) em membros superiores e/arionés além de
alteracbes no funcionamento dos sistemas urinanestinal,
respiratorio, circulatério, sexual e reprodutivoiafiza et al., 2001).
Especificamente, as lesbes da medula espinhal ash thraco-lombar
podem causar graves disfuncdes do trato urinafiriam, incluindo
hiperatividade da bexiga urindria, dissinergia e@ssfincteriana e
retencdo urinaria, as quais causam alto impactaspmlidade de vida
dos pacientes. Em estudo multidisciplinar realizaelo National Spinal
Cord Injury Statistical Centerforam avaliadas as causas relacionadas as
reinternagOes dos portadores de lesdo medularp sdrsrvado que as
principais causas s&o as complicacdes no tratarigimferior, como as
infecgbes urinarias recorrentes e as doencas do tespiratorio
(Cardenas et al., 2004). Ademais, as estatistitamacionais indicam
que cerca de 50 milhdes de pessoas sdo acometidakiperatividade
urinaria de diferentes etiologias (Ouslander, 2004)

Neste contexto, esta tese esta focada na hipdetiurinaria
decorrente de lesdo medular em ratos. Portanta, gartompreensao
geral do trabalho serd apresentado um embasaneirioot sobre a
anatomia e a fisiologia do trato urinario inferidisiopatologia da
hiperatividade urinaria e alguns alvos terapéuti€oa seguida, serdo
descritos 0os materiais e métodos utilizados pareadizacdo deste
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estudo bem como os resultados obtidos nos expdomdémncionais e
moleculares. Por fim, serd apresentada uma discusségrada dos
resultados seguida das conclusdes finais acercpad&ipacdo do
receptor TRPAL1 na hiperatividade da urinaria indazpela lesao
medular.

1.1 Anatomia e inervagao do trato urinario inferior

O trato urinério inferior & formado pela bexiganaria e uretra
e por uma complexa interacdo de impulsos neuraissistindo de
controles voluntarios e involuntarios que interageom estruturas
anatébmicas da pelve como o assoalho pélvico, fatmem unidade
funcional responsével pela continéncia urinaritvéSe Karram, 2004).

A bexiga urinéria € um 6rgéo pélvico muscular cosbtp@or
diferentes camadas de tecidos. A mucosa (interoainposta de células
epiteliais que formam o urotélio, as quais se ddgen e diminuem em
espessura quando a bexiga urinaria se enche. Ausolsa é composta
de células conjuntivas, que servem para dar supartecosa. A camada
muscular é constituida por células musculares lgas formam o
musculo detrusor, e a camada serosa (externa) gditaéa de tecido
adiposo e conjuntivo (Graaf e Rhees, 1991). A exittede superior é
denominada corpo da bexiga e a inferior de colicakso qual esta
localizado na juncdo da base da bexiga urindria aouretra. Nesta
regido, a musculatura esta disposta em trés canfedasia, média e
externa) que, quando em contracdo, contribuem @dezhamento do
esfincter interno, impedindo assim o esvaziameatda&kiga urinaria
(Dangelo e Fattini, 1997). A uretra é dividida esfirecter externo ou
distal, composto de musculo estriado e em esfiimtiEmno ou proximal,
composto de musculo liso o qual compde o colo dagheurinaria
(Brading, 1999).

Durante a fase de armazenamento de urina, a preéaddexiga
urinaria é mantida baixa devido a sua complacé(mapacidade da
bexiga urinaria em acomodar urina a baixas pregsdeserminada
pelas propriedades viscoelasticas da parede dgabesinaria e do tonus
muscular (de Groat et al.,, 1993; Yoshimura e deaGrb997a). As
propriedades viscoelasticas da parede vesical edtmonadas a matriz
extracelular. Em particular, o colageno e a elastéo as principais
proteinas do tecido conectivo, fornecendo a bexiggaria resisténcia e
elasticidade, respectivamente (Nagatomi et al.4R00

As func¢des normais do trato urindrio inferior sé@stbcagem e
a eliminacdo periodica de urina. Essas funcdesesfizadas por acoes
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coordenadas entre o musculo detrusor e o esfimatral sob o controle
de um complexo sistema neural localizado na medstinhal e no
cérebro, especificamente na ponte e no cortex i@rebste sistema
funciona como um circuito para manter uma comuidicaentre o
reservatorio (bexiga urinaria) e a via de saidéo(da bexiga urinaria e
musculo estriado do esfincter externo da uret@)Qebat et al., 1993;
Chai e Steers, 1996; Yoshimura e de Groat, 1997a).

O controle voluntario do trato urinario inferior aessita de
interacdes entre as vias eferentes autonbmicasadaegelos nervos
pélvico (parassimpético) e hipogéstrico (simpatieo3omatica mediada
pelo nervo pudendo (Morrisson et al., 2005; Fralet2005). O nervo
hipogastrico, o qual surge da regido toraco-lonsldamedula espinhal,
estimula a contracdo do esfincter uretral interram bcomo o
relaxamento do musculo detrusor durante a fasendbireento da
bexiga urinaria. O nervo pélvico, o qual surge dgido sacral da
medula espinhal, € responsavel pela contracdo dscuiai detrusor
durante a mic¢do enquanto simultaneamente relagsfincter uretral
interno. O nervo pudendo, composto de fibras s@amtijue surgem da
regido sacral da medula espinhal, mantém o ténusidzulatura do
assoalho pélvico, além de excitar o musculo estriimlesfincter uretral
externo (Chancellor e Yoshimura, 2004).

Além de fibras nervosas eferentes, o nervo pélvipmgastrico
e pudendo contém fibras nervosas aferentes, qualuzem a
informacao sensorial do trato urinario inferior pa medula espinhal
lombo-sacral (Andersson e Wein, 2004). A maior ala inervacao
aferente da bexiga urinaria e da uretra é repragamqelo nervo pélvico
(Morrison et al., 2005). Na bexiga urinaria de amisne humanos, as
fibras aferentes foram identificadas na regido satblial bem como no
musculo detrusor. Na regido suburotelial elas fonmam plexo
nervoso, situado logo abaixo das células uroteliste plexo
suburotelial é relativamente esparso no corpo d#&oelrinaria, mas
torna-se denso préximo ao colo vesical (Gabellawdd)1998).

As fibras nervosas aferentes mais importantes @anécio do
processo de micgcdo sdo as que compdem o nervoc@élpbis
monitoram o volume urinario durante a fase de aemamento e a
amplitude das contra¢des da bexiga urinaria duaméccao (de Groat
et al., 1993; Yoshimura et al., 2008). O nervo jgélé composto pelas
fibras mielinizadas (8) e ndo mielinizadas (C). As fibrassAas quais
estdo localizadas primariamente no musculo detrysmsuem baixo
limiar mecanico, por isso respondem a distensdsiygag também a
contracéo ativa, convertendo a informacgéo sobstamle de enchimento
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da bexiga urinaria. As fibras C, localizadas ppaéhente no musculo
detrusor e préximas ou diretamente adjacentes lasaséuroteliais,
possuem um limiar mecanico maior que as fibrass&ndo insensiveis
ao enchimento do 6rgdo sob condigbes fisioloégiqas, isso sao
denominadas de “silenciosas”. Essas fibras respomquignariamente a
estimulos nocivos como irritacdo quimica ou resfdato, mas em
estados patolégicos podem ser sensibilizadas tdorse responsivas a
estimulo mecénico (Yoshimura e Chancellor, 2008).inervacdo do
trato urinario inferior € mostrada na Figura 1.

Varios tipos de receptores foram identificados nigsag
nervosas aferentes da bexiga urinaria, e variosotransmissores e
mediadores quimicos derivados de células urotetiélslas musculares
e das proprias fibras nervosas aferentes interagemestes receptores.
Como veremos adiante, estes componentes em conpartipam da
transducdo do sinal responséavel pela ativacdo naluro

Cortex cerebral

Torécico: | fllee———te @ | o —=eT o=
lombar

«.|_ Fibra eferente péivh

Fibra eferente pudenda ~ ~

Figura 1. Inervagdo do trato urinario inferior. A maioria das fibras aferentesife C que
inervam a bexigaurinaria e a uretra séo encontradas no nervoqeélei qual também contém
eferentes parassimpaticos originados da regidalsdar medula espinhal. Outra parte das
fibras aferentes é encontrada no nervo hipogastiicaqual também contém eferentes
simpaticos originados da regiéo toracico-lombamédula espinhal. As inervagoes aferentes e
eferentes somaticas sacrais do esfincter urettatnex sdo encontradas no nervo pudendo.
GRD: ganglio da raiz dorsal; GPM: ganglio pélvicaian; EUE: esfincter uretral externo;
GMI: ganglio mesentérico inferior (Adaptado de Fetal., 2006).



1.2 Mecanismos reflexos para o controle da micgao

Os requisitos necessarios para o processo de micga@l séo
a sinalizacdo aferente sobre o estado de enchirdartiexiga urinaria, a
contracéo coordenada e de magnitude adequada dwlmdetrusor, a
baixa resisténcia dos esfincteres uretrais e aneiasé&le obstrucao
anatdmica (Campbell et al., 2002).

A presséo intravesical durante a fase de enchintantioexiga
urinaria é baixa e relativamente constante, quandolume de urina
estd abaixo do limiar para induzir a miccdo. A cigmde da bexiga
urinaria em acomodar volumes crescentes de urinan &endmeno
passivo, dependente da quiescéncia da via efepamtssimpatica e
como mencionado, pelas propriedades intrinsecam(dzulo liso (de
Groat, 2006). Além disso, nesta fase ha uma atieid&mica gerada
dentro da parede da bexiga urindria e descrita catin@ade fasica
espontanea ou atividade autbnoma (Gillespie, 2@# envolve ondas
de contracdes e distensdes na parede da bexigaiariresponsaveis
por gerar impulso aferente. Esta atividade tem eamigmiogénica,
podendo ser modulada por mediadores liberados ldeaséiroteliais,
células intersticiais e neurdnios aferentes (Kanandersson, 2010). A
amplitude, mas ndo a frequéncia da atividade fasg@ontanea da
bexiga urinaria estd aumentada em condi¢cdes patafdgomo na
obstrucé@o da bexiga urinaria (Brading, 1997) eesadd medular (lkeda
e Kanai, 2008).

A medida que a bexiga urinaria vai enchendo aslaslu
uroteliais sensiveis a distensao liberam transmasside forma continua,
aumentando a sinalizacdo aferente mediada pels fifensoriais &
(de Groat, 2004, Birder, 2004). A sinalizacdo aftxeativa 0s nervos
simpaticos do nervo hipogastrico que, através deerdcdo de
noradrenalina, induzem o relaxamento do muasculausi@t pela
ativacao de receptors e 3 adrenérgicos e contracao do musculo liso
do esfincter uretral interno pela ativagdo de necepa; adrenérgicos.
A inervacdo somatica, através da liberacdo deleméata, promove
contragdo do mausculo esquelético do esfincter alretxterno e do
assoalho pélvico pela ativacdo de receptores nico. Em conjunto,
estas acles inibem a via parassimpatica estimalatiz musculo
detrusor (Andersson, 2004). Portanto, as via newgaé estimulam a
bexiga urinaria para a micgdo estdo quiescenteanttura fase de
enchimento, enquanto as vias inibitérias estaastiv

Quando o volume de urina atinge um limiar critwoeflexo de
micgdo € iniciado. Este € mediado por uma via démemha de espino-
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bulbo-espinhal, que conduz as informagdes sobrelume da bexiga
urinaria através das fibras aferentdsdd nervo pélvico aos centros de
coordenacdo (substancia cinzenta periaquedutalngoceontino da
micc¢do) localizados no tronco cerebral. Esta Viil@xa é modulada por
centros superiores no cortex cerebral envolvidosamdrole voluntario
da micgcdo. Simultaneamente ao aumento de volunmérioj ocorre
aumento das contrac¢des do esfincter uretral exteoomsequentemente
da resisténcia uretral. Para este reflexo de gusedaevertido e, o
esfincter uretral externo ser relaxado, o centmtipo de miccdo gera
impulsos inibitérios para o centro simpatico e signde impulsos
estimulatérios para o centro parassimpético na haeglpinhal. Desta
forma, o controle realizado pela via espino-bulbpighal resulta em
contracdo coordenada do mdusculo detrusor atravéstidacdo de
receptores muscarinicos,M M; pela acetilcolina e purinérgicos PX
pelo ATP, diminuicdo da resisténcia uretral peledicdo de Oxido
nitrico, abertura do colo vesical e escoamentarida (Blok, 2002).

Resumidamente, a miccdo € um processo No quasseurais
no cérebro e na medula espinhal coordenam as adeddda bexiga
urinaria e da uretra, alternando entre as fasesrgh@zenamento e
eliminag&o de urina.

1.3 Propriedades sensoriais das células urotdbaiexiga urinaria

Estudos prévios mostram que 0s mecanismos sessaiai
bexiga urinaria ndo sédo controlados somente poadibervosas, mas
também por células ndo neuronais. Tradicionalmeet®nhecidas
somente como uma barreira passiva na superficindlinda bexiga
urinaria, as células uroteliais (urotélio) apreaent propriedades
sensoriais e de sinalizacdo especializadas queitpernas mesmas
responder a estimulos quimicos e mecénicos e coamsg com fibras
nervosas sensoriais e células intersticiais nadpada bexiga urinaria
(Morrisson et al., 2005; de Groat, 2004; Apodata4?.

Entre as propriedades sensoriais das células iaistglodemos
destacar a expressao de varios tipos de recept@gmonsividade a
transmissores liberados de fibras nervosas seissagsociacdo fisica
com fibras aferentes e a habilidade em liberar atkdtes quimicos tais
como ATP (adenosina trifosfato), acetilcolina, @xiditrico, entre
outros. Sendo assim, estas células sdo capazegudarra atividade de
neurdbnios sensoriais adjacentes e, portanto, datimmudancas
vasculares locais e/ou a contracdo da bexiga iaifde Groat, 2006)
(Figura 2).
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Figura 2. Interagdes quimicas entre células uroteliais, filraervosas eferentes e aferentes e
células intersticiais na bexiga urinariaA estimulagdo de receptores e canais ibnicos nas
células uroteliais pode causar liberacdo de metiadgue atingem fibras nervosas da bexiga
urindria e outros tipos de células. As células dli@is também podem ser alvo de
neurotransmissores liberados de fibras nervosate @utros tipos de células. ATP: adenosina
trifosfato; ACh: acetilcolina; RAd: receptor adregiéo; RB: receptor de bradicinina; RM:
receptor muscarinico; NE: noraepinefrina; NGF: rfal® crescimento derivado do nervo; RN:
receptor de neurocinina; RNic: receptor nicotiniddQ: 6xido nitrico; RP2: receptor
purinérgico; P2X e P2Y: receptores purinérgicos; p@staglandina; SP: substancia P; TrKA:
receptor tirosina quinase A; TRPs: receptores deng@l transitério (Adaptado de Fowler et
al., 2008).

1.4 Fisiopatologia do processo de micgéo

Devido & complexidade dos mecanismos neurais qusara o
processo de micgao, este é sensivel a lesGes ngadogue acometem o
sistema nervoso bem como a medicamentos e traost@m Orgaos
periféricos, que podem produzir disfungdes no daw@ento da bexiga
urinaria (Abrams et al., 2002). Entre estas disfesgpodemos destacar
a hiperatividade urinéria, uma sindrome caractéazsor contracdes do
musculo detrusor durante a fase de enchimento géopque provoca
sintomas de urgéncia (quando o mecanismo sensestal intacto),
noctdria, freqiéncia e eventualmente incontinéndizéria. A presenca
de incontinéncia urinéria dependera da extensdacdmetimento do
esfincter uretral (Ouslander, 2004).



8

Apesar dos avancos na pesquisa cientifica nesta, d@e
fisiopatologia da hiperatividade da bexiga urinjpermanece pouco
compreendida. Esta sindrome é tradicionalmentsifitzzsda de acordo
com a sua etiologia, podendo ser de origem neuitgyépor exemplo,
lesdo medular), miogénica (por exemplo, obstrucadiperplasia
prostatica benigna), inflamatoria (cistite intenist) ou idiopéatica (sem
etiologia definida) (Steers, 2002; Semins e Chdmce2004). A causa
da hiperatividade urindria de origem neurogénicavolee a
sensibilizacdo de nervos aferentes da bexiga waiodérdanos nas vias
inibitérias que normalmente inibem o reflexo de agsamento da
mesma. Por outro lado, a causa da hiperatividaithéria de origem
miogénica envolve mudancas no musculo detrusorddesi fatores
como acidose, hipoxia ou mudancas estruturais cdipertrofia
muscular que alteram seu mecanismo contratil (§t@802). A causa
da hiperatividade urinéria de origem inflamatéridesconhecida, mas
algumas teorias a atribuem a disfuncdo do urotéldlamacao
neurogénica, ativagdo mastocitaria, infeccdo ouoimunhidade
(Bouchelouche e Nordling, 2003).

Apesar das diferentes etiologias, a hiperatividadimaria
apresenta sinais caracteristicos como aumento osUidt pressao
intravesical com baixos volumes de urina durarfeesa de enchimento,
aumento da atividade fasica esponténea, contrag@dnicas
(contragbes musculares sustentadas sem intervaloseldxamento),
responsividade alterada a estimulos e mudanc¢astniduea do muasculo
detrusor (Steers, 2002).

1.5 Efeito da lesédo medular sobre o reflexo de dwicg

Na pratica clinica, a maioria dos pacientes cordasedular
apresenta algum grau de disfungéo urinaria. A lesédular acima do
nivel lombar interrompe o controle voluntario evias reflexas normais
gue coordenam o funcionamento do trato urinarieriof. Devido a este
processo, a bexiga urindria torna-se inicialmemtflaxa (incapacidade
do 6rgédo em responder a estimulos), resultandoetangdo completa
da urina. A recuperac¢do do funcionamento da bexigeiria envolve a
reorganizacdo das vias reflexas de miccdo no sastesrvoso central e
periférico, a qual promove o desenvolvimento leatprogressivo do
processo de miccdo e o estabelecimento de hipdeatey da bexiga
urinaria (Fam et al., 1988; de Groat, 1995; Chdorcel Blaivas, 1996;
de Groat et al.,1997).



9

Apéds a lesédo medular, as fungdes do trato urinafésior séo
moduladas pela atividade nervosa aferente indyzéia distensédo da
bexiga urinéria e pelos reflexos da bexiga urindrita uretra (Tai et al.,
2006). O reflexo gerado a partir da bexiga urin@eae desencadear
contracBes do musculo detrusor, mesmo com voluregsiegmos de
urina. Quando o volume de urina aumenta, os refleda bexiga
urinaria induzem o musculo detrusor a gerar maiesgao intravesical e
desencadeiar a miccdo (lwatsubo et al., 1999).retamito, as fibras
aferentes da bexiga urinaria podem induzir conantéimente as fibras
eferentes do nervo pudendo a contrair o esfinctetral externo,
causando a dissinergia vésico-esfincteriana e oqubio do
esvaziamento vesical (de Groat et al., 1993; Ibetseat al., 1999;
Chancellor et al., 1999). Este processo ndo éteealevido a perda
do impulso inibitério do cérebro causada pela les@olular, o qual
seria necessario para relaxar o esfincter urektgrr® e permitir o
escoamento da urina.

A Figura 3 mostra registros tipicos de cistometoms da
bexiga urinaria e eletromiogramas do esfincterralietjue permitem
uma comparacéo do reflexo de miccdo entre indiwdnormais e
paraplégicos



10

0

| g

Yolume da bexiga urindria (ml)

Normal < 2
interrupcao
100 . inicio
inicio

Pressdo

{cmHz20) oo | i i
Enchimento da bexiga urinaria Miccao uni’i‘i‘_‘i‘r\
= e A M

| bl

Paraplégico

100

Reflenu de mlc;au
Pressdo
cmHzZ0
¢ ) Enchimento da hemga urindria

Dlssmergla vésico- esfmtterlana

Mmmmm

Yolume da bexiga urinaria {ml)

Figura 3. Reflexo de micgdo em individuos normais e indivdduparaplégicosO painel
superior mostra o inicio do relaxamento do esffnatetral, o qual precede a contragdo da
bexiga urinaria em poucos segundos, como indicaudirgcio”. Notar que a interrupgéo do
esvaziamento da bexiga urinaria, como indicado iatertupgdo”, é associada com o aumento
na presséo do esfincter uretral e do musculo detrAsetomada do esvaziamento é associada
com o relaxamento do esfincter e decréscimo na&wedo musculo detrusor. Por outro lado,
em pacientes paraplégicos (painel inferior) a omeagdo entre o muisculo detrusor e o
esfincter uretral é abolida. Durante a fase deieratito, contracdes involuntarias da bexiga
urinaria (hiperatividade) ocorrem em associacdo eoatividade do esfincter uretral. Cada
contragdo da bexiga urinaria € acompanhada poragént simultinea do esfincter uretral
(dissinergia vésico-esfincteriana), o que retardéuxo de urina. Deste modo, a perda da
coordenacao entre a bexiga urinaria e o esfinctétrallem pacientes lesionados interfere com
a eficiéncia no esvaziamento da bexiga urinariaGERletromiograma (Adaptado de Fowler
et al., 2008).

Portanto, apos a lesdo medular a bexiga urindnaapéesenta
boa capacidade de armazenamento de urina, pragicaimcontinéncia
urinaria devido a hipexcitabilidade do 6rgdo. Aosme tempo, o
esvaziamento urinario ndo é eficiente devido airdisgia vésico-
esfincteriana. O volume residual na bexiga urin@ria necessidade de
cateterizacdo uretral para facilitar o esvaziamewsical causam
infecgBes urinarias recorrentes nos pacientesniadas. A alta pressao
intravesical devido ao grande volume residual indéaidos problemas
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urolégicos como refluxo vésico-ureteral (fluxo égrado de urina em
direcdo aos ureteres), hidronefrose (dilatacad)rerefrolitiase (célculo
renal) e insuficiéncia renal (Fam et al.,, 1988; ri¢ledior e Blaivas,
1996).

1.6 Neuroplasticidade das vias aferentes da bexigaria

Apds um insulto neuroldgico ou inflamatério, asrdi C
sofrem notavel neuroplasticidade, caracterizada ipoidancas nas
conexfes sinapticas centrais e alteragcbes nas iquages dos
receptores presentes nos terminais aferentes. &lttaacdes levam a
sensibilizacdo dessas fibras, antes quiescentesnantio-as
hiperexcitaveis e contribuem para o surgimentcedpastas a estimulos
mecanicos (de Groat, 1995).

A dissinergia vésico-esfincteriana estabelecidas apdlesao
medular torna o0 esvaziamento da bexiga urinariaficiaate,
favorecendo o acumulo de volume urindrio e consgguoeente a
distensdo excessiva do 6rgdo. A sobrecarga mecéolre a bexiga
urinaria, como resposta compensatoria desencadeiportantes
mudancas estruturais na parede vesical, capazesaltdear as
propriedades das fibras nervosas aferentes (Yarmad@94). Entre as
mudancas estruturais podemos destacar a hipertdd& células
musculares da bexiga urindria. Estudos sugeremogae@mento na
massa muscular da bexiga urinaria induz alterag@@m$ologicas nos
neurbnios aferentes, representadas pelo aumendiimetro celular e
hipertrofia neuronal (Kruse et al., 1995). O estesiecanico sobre a
bexiga urinaria também provoca mudancas fisiol&gicas neurdnios
aferentes, como o aumento da excitabilidade nelipaha regulacédo da
expressdo de canais de sodio sensiveis e ressstantetrodotoxina
(Yoshimura e de Groat, 1997b). Além disso, a hipéa muscular e a
isquemia da bexiga urinaria decorrentes da obsirdodorgdo apos a
lesdo medular podem desencadear a morte neurdeatgS2002).

O mecanismo relacionado as mudancas nas propriedine
neurdnios aferentes da bexiga urinéria ou na trasém sinaptica apds
a lesdo medular pode envolver fatores neurotréfipasduzidos e
liberados na bexiga urinaria ou na medula espiehédansportados
retrogradamente para o corpo celular neuronal (datz2006). A leséo
medular em ratos provoca aumento nos niveis do farescimento
derivado do nervo (NGF), do fator neurotréfico dado do cérebro
(BDNF), do fator neurotréfico derivado da glia (GBNN das
neurotrofinas 3 e 4 (NT3 e 4) na bexiga urinaria,NGF no fluido
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cerebroespinhal e de NGF e BDNF na medula espivhatard, 2000;
Seki et al., 2002). Além disso, a administracarairgsical ou intratecal
de NGF induz hiperatividade urinaria (Yoshimuralket 2006; Zvara e
Vizzard, 2007).

Experimentos eletrofisioldgicos realizados em neia do
GRD (segmentos medulares L6-S1) mostram aumenéxcitabilidade
neuronal devido a fungdo aumentada de canais de sédsiveis a
tetrodotoxina, correlacionada com o0 aumento da sMpressao
(Yoshimura e de Groat, 1997b; Black et al., 20@)NGF altera a
excitabilidade das fibras aferentes através doaisate sddio de duas
maneiras. (1) Agudamente, este fator neurotréficalep fosforilar
moléculas de sinalizacdo que influenciam as cagedie sodio. (2)
Cronicamente, o NGF modula a expressao da subunidad canal de
sédio, o que influencia as correntes de sodio esemprentemente a
excitabilidade das fibras aferentes (Steers ed,#006). Esta mudanca
no perfil de excitabilidade dos canais de sddioepoontribuir para o
aumento do reflexo espinhal, caracterizado pelandigéo do limiar
para desencadear a contragdo do musculo detrusor.

1.7 Receptores de potencial transitério (TRP) caivo terapéutico
para a hiperatividade urinéria

A possibilidade de estabelecer um alvo terapéufiaca a
hiperatividade urinaria através da modulacdo das wferentes do
reflexo de miccdo surgiu quando o efeito da capsaicm componente
ativo pungente de espécies do généapsicum(familia Solanaceae)
(Szallasi e Blumberg, 1999) foi estudado. A capsaie seu analogo
resiniferatoxina, dessensibilizam as fibras afe@®nC da bexiga
urinaria. No entanto, o efeito dessensibilizanteadaniferatoxina é até
mil vezes mais potente do que o0 observado parapsaicina. Este
fenbmeno é acompanhado por diminuicdo da respasitad fibras
sensoriais a estimulos naturais, incluindo a dsstewesical.

A capsaicina e a resiniferatoxina ativam um cardalico
pertencente a familia de receptores TRP denomim&idRy/1 (receptor
de potencial transitério vanildide 1). Todos osaismdnicos da familia
TRP sédo subunidades peptidicas com seis domiinosntiembranares
gue normalmente se unem como tetrdmeros para f@onas. Os poros
geralmente se localizam entre os dominios cinaiseessao permeaveis
a cations de maneira nao seletiva (para revisdoClapham, 2003;
Montell, 2003). Além da ativagdo por compostos umes, o receptor
TRPV1 é sensivel ao pH acide $,9) e ao calor=(43 °C) (Caterina et
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al., 1997; Tominaga et al., 1998) e pode ser efioupor substancias
lipidicas end6genas chamadas de endovanil6ides) acamandamida e
derivados da lipooxigenase (Zygmunt et al., 1998ahf et al., 2000).

Na bexiga urinaria de roedores e de humanos, optace
TRPV1 é expresso em neurbnios de pequeno a méditettp, sendo a
maioria neurénios de fibras C sensiveis a capsai@entro da bexiga
urinéria, essas fibras nervosas estdo préximassasvsanguineos e
células musculares lisas e uroteliais. Assim, eptr TRPV1 pode
modular a funcdo urotelial e a contratilidade dosoumlb detrusor
através da liberagdo de neuropeptideos contidosasidtoras. Além
disso, sua expresséo foi observada em células edomais como as
células uroteliais e intersticiais (Yiangou et 2001; Birder et al., 2001,
Birder et al., 2002; Avelino et al., 2002; Lazzetrial., 2004).

O interesse clinico pela aplicacao intravesicabdenistas do
receptor TRPV1 iniciou com as observac¢des do psadai de Groat e
colaboradores (1997), que sugeriam que o reflexmidedo em gatos
normais e em gatos lesionados apresentava difsereetesibilidades a
capsaicina. Em gatos normais as contracfes vesaf@gas ndo eram
alteradas por esta neurotoxina, enquanto que ems tggionados estas
contragBes podiam ser completamente suprimidas qaglaaicina. A
sugestdo imediata derivada destas observacdedidoagmiccdo nos
gatos lesionados era controlada por um reflexoiaidic em fibras
aferentes sensiveis a capsaicina. Estudos adisicsilareceram a
questdo, e concluiu-se que duas vias neuronaisotamto processo de
mic¢do nos mamiferos adultos. A primeira € umaneiaronal iniciada
nas fibras A, percorrendo os nervos pélvicos e passando atdogs
centros de coordenacdo (substancia cinzenta pedatpl e centro
pontino da miccéo) localizados no tronco cereBralegunda é uma via
reflexa, dirigindo-se & medula espinhal a nivetalae iniciando-se nas
fiboras C. Enquanto a primeira controla a miccao magniferos com
medulas intactas, o reflexo sacral assume o comdadmiccdo apods
lesdo medular, em que ha interrup¢do das vias maigrgue ligam o
centro pontino de mic¢cdo a medula sacral (ondeo detilizados os
neurdnios parassimpaticos pré-ganglionares da dexigaria).

Na prética clinica, o reflexo de mic¢do incomum iaed pelas
fibras aferentes C é observado em pacientes cdn leedular supra-
sacral, que apresentam reflexo de esvaziamentdarigringuando
submetidos a um teste clinico baseado na admigéstriamtravesical de
agua fria ice water tegtseguido de avaliacdo cistométrica. A resposta
reflexa a instilagdo de agua fria ndo ocorre erividdos normais, mas
somente em individuos com hiperatividade urinarecodrente de
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neuropatologias como a doenca de Parkinson, eselarailtipla ou
lesédo medular (Geirsson et al., 1993).

A confirmacdo de que a inibicdo da atividade ddsa$
aferentes poderia ser benéfica no tratamento dadtipidade urinaria
foi obtida através da instilacdo intravesical decemtracfes altas de
capsaicina ou de resiniferatoxina em humanos. @tarcom vanildides
reduz drasticamente o nimero de fibras sensoraibestiga urinaria
imunoreativas para o receptor TRPV1, substanciaO&RBP (peptideo
relacionado ao gene da calcitonina), devido a déple de
neurotransmissores e a degeneragéo dos terminaissos periféricos
na parede da bexiga urinaria (Apostolidis et €003 Brady et al.,
2004). Quando administrada intravesicalmente, aaiaipa aumentou a
capacidade de armazenamento da bexiga urinaridueiveepisodios de
incontinéncia em pacientes com hiperatividade danads quais foram
refratarios a terapia com antimuscarinicos. A ifgatoxina, com
propriedades dessensibilizantes semelhantes gpdaiciaa, apresentou
efeitos similares sobre a hiperatividade urinaria.

Apesar da capsaicina e da resiniferatoxina sereamistgs
seletivos do receptor TRPV1 e de ambas apresentfeios benéficos
sobre a hiperatividade urinéria, ha diferencaseeaises agentes. A
instilacao intravesical de capsaicina é associagasintomas agudos de
gueimacéo e dor na regido suprapubica, sendo qupaeiantes com
lesdo medular pode precipitar crises de disreflexitondmica (crise
autondmica hipertensiva). Em contraste, os sintcagaslos associados
com a instilacdo intravesical de resiniferatoxiaa mais leves, de modo
gue o uso de capsaicina tem sido quase totalmerugtitsiido pela
resiniferatoxina. Além disso, a existéncia de uragdo significante de
pacientes que ndo respondem a terapia com camsaioin
resiniferatoxina gera a necessidade de buscar ralvos moleculares
na modulacéo farmacoldgica de fibras nervosas saisaa bexiga
urinaria (Lecci e Maggi, 2005).

Estudos recentes sugerem que outro membro dadahiiP, o
receptor de potencial transitorio com dominios tipoquirina 1
(TRPA1) participa de diversos processos sensofjigiea revisdo ver:
Eidt e Cortright, 2009). Estruturalmente, o recepi®®PAl é uma
proteina com seis dominios transmembranares, cdnasaas porgdes
amino e carboxi terminal intracelulares e com rlds dominios
relacionados a proteina anquirina na sua porcaoecat@iminal, os quais
deram origem ao seu nome. O receptor TRPAL foi ggramente
identificado em fibroblastos de pulm&o humano (éawar et al., 1999),
porém mais tarde este receptor foi identificado wwm subgrupo de
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neurdnios do ganglio da raiz dorsal (GRD) co-lazalb com o receptor
TRPV1 (Story et al., 2003). Neste estudo, foramtifieados neurdnios
sensoriais sensiveis ao frio nocivo (~ 17 °C) etqo#ém responderam
a capsaicina e ao calor (~ 45 °C), caracterizarel@eessao do receptor
TRPAL. Entretanto, sua funcdo como sensor de dstifrio nocivo
ainda é controversa. Além disso, o receptor TRPAd é expresso em
neurdnios altamente mielinizados, mas esta presentaeurbnios que
contém substancia P e CGRP, sugerindo sua expresséibras A e C
sensiveis a estimulac@o nociva (Story et al., 2@08)n da expressado
em neurdnios do GRD, o receptor TRPA1 esta sgprem neurbnios
do ganglio trigémeo e do ganglio nodoso (Storgle2003; Nagata et
al., 2005). Ademais, sua expresséao foi descrita@unlas ciliadas do
sistema auditivo, sugerindo a participacdo destepter na transducéo
mecanosensitiva das células ciliadas de invertebraa na funcéo
auditiva (Nagata et al., 2005; Lee et al., 2008)ré&anto, esta fungéo
nao foi confirmada por estudos realizados em caongms nocautes
para o receptor TRPAL, os quais ndo apresentarajuizy na funcéo
auditiva (Bautista et al., 2006; Kwan et al., 200®ortanto, a
localizacdo do receptor TRPAL1 em neurdnios somasosiis sugere
gue este receptor seja um alvo para estimulos o®@&vinflamatorios,
desempenhando um papel funcional na dor e na iafdamneurogénica.

Outro aspecto importante sobre o receptor TRPAlug& s
ativacdo por uma série de agentes pungentes uswlamedicina
tradicional ou substancias contidas em especianagetais comuns na
dieta alimentar, incluindo o isotiocianato de a{ifdeo de mostarda), o
cinamaldeido (6leo de canela), a alicina (alhahetilsalicilato (6leo de
gaultéria), o gingerol (gengibre), o eugenol (cjavo carvacrol
(orégano) e o timol (tomilho e orégano) (Bandelblet 2004; Jordt et
al., 2004; Macpherson et al., 2005; Bautista e2805; Xu et al., 2006).
Além disso, o receptor TRPAL pode ser ativado podyttos gerados
durante o estresse oxidativo como o 4-HNE (4-hidianenal) e
lipideos relacionados, a acroleina, o peréxido ideogénio (HO,), o
peroxinitrito, o &cido nitro-oléico, a 15-dec#*“prostaglandina J
(15d-PGg) e o hipoclorito (Sawada et al., 2008; Bessacl.et2808;
Andersson et al.,, 2008; Taylor-Clark et al., 2000). sulfeto de
hidrogénio e a acroleina, moléculas produzidas gaimente, sao
também agentes exdgenos toxicos capazes de atregeptor TRPAL
(Bautista et al., 2006; Bessac et al., 2008; Sraiih9).

Embora os compostos ativadores do receptor TRPjginse
estruturalmente distintos, estes apresentam aidedel comum de
formar adutos covalentes com grupos ti6is. Todas &@mpostos
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altamente reativos que ativam o receptor TRPAl peagir
covalentemente com residuos de cisteina na porigdplasméatica
amino terminal do canal (Hinman et al., 2006; Maphn et al., 2007).
A identificagdo da importancia da reatividade congrapo tiol tem
sugerido a este receptor a fungdo de sensor pesaé agentes toxicos
do ambienteA ativacé@o do receptor TRPAL por eletrdfilos reagié
um componente essencial da funcdo nociceptiva emifier@s,
provocando pungéncia, irritacdo, inflamacédo e @ardldi et al.,
2010). Neste contexto, Kang e colaboradores (28dd@riram que o
receptor TRPA1 é um sensor antigo da percepc¢ao cdaenh
humanos, conservado na escala evolutiva de vedebree
invertebrados atravées de 500 milhdes de anos.

A expressdo e a atividade do receptor TRPAL sofretavel
plasticidade por uma série de mediadores inflanmstéou por sua
prépria funcéo intrinseca, através da ativagdo ide intracelulares
especificas ou transporte do receptor para a meabcalular. O
receptor TRPAL pode ser ativado e sensibilizadonddo semelhante
ao receptor TRPV1 (Bandell et al., 2004; Bautistal.¢ 2006; Dai et al.,
2007; Wang et al., 2008). Entretanto, mecanismixsoaris especificos
para o receptor TRPA1 mantém a funcdo do canaleeingm sua
dessensibilizagdo. O comportamento nociceptivo adedpela ativagdo
do receptor TRPA1 pode ser sensibilizadovivo, através da via de
sinalizagdo da proteina quinase A (PKA) e da fgsisk C (PLC)
(Bandell et al., 2004; Bautista et al., 2006; Wanal., 2008) e pelo
aumento da sua expressao na membrana celular apéstiroulo
(Schmidt et al., 2009). A translocacdo do recedBPAl para a
membrana celular representa um dos mecanismosanimlam a sua
funcionalidade sob ativacdo aguda ou por sinalanrdtdrios (Schmidt
et al., 2009). A hidrdlise do bifosfato de fosfdimbsitol (PIP,) pela
ativacdo da PKA e da PLC sdo as duas principassqui@ aumentam a
sensibilidade do receptor TRPA1l apo6s estimulo dmpteres de
bradicinina (B) e receptores ativados por proteinases (PAR-2)dqka
al., 2008; Karashima et al., 2008).

Estudos prévios do nosso grupo (Andrade et al§)2@@stram
gue receptor TRPA1 participa do mecanismo contatibexiga urinaria
isolada de rato. Sua expressdo foi primeiramengeritie em fibras
aferentes de pequeno diametro inervando a bexigaariar de
camundongos (Nagata et al., 2005). Em ratos, suegséo foi descrita
em fibras nervosas ndo mielinizadas imunoreativas @ receptor
TRPV1 inervando o urotélio, o espago suburotedidbmina muscular,
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préximas a vasos sanguineos bem como em célulasendonais como
as células uroteliais da bexiga urinaria (Strengl.et2008). Na bexiga
urinaria de humanos, a expressdo do RNAm e daipactdRPA1 foram
acentuadas no urotélio (Du et al., 2008).

O possivel envolvimento do receptor TRPA1 em estado
patolégicos da bexiga urinaria foi sugerido em dstuealizado
recentemente por Du e colaboradores (2008), orgasirou 0 aumento
da sua expressdo na mucosa da bexiga urinaria cenfgs com
hiperatividade urinaria causada por hiperplasiastptita benigna.
Colaborando com este dado, agonistas do recept®tATRquando
administrados intravesicalmente, causam hiperatiled da bexiga
urinaria através da ativacdo de fibras C (Du et28l07; Streng et al.,
2008).

Embora existam ainda poucos estudos relacionadoscaptor
TRPA1 e bexiga urinaria, a acentuada expressde deseptor em
fibras nervosas aferentes e em células urotel@misediga urinaria, sua
sensibilidade térmica e também sua ativacdo pontegequimicos
enddgenos e exdgenos sugerem que este receptortgyodm papel
importante na integracdo de processos sensori@glofiicos e
patolégicos, da bexiga urinaria. Dessa forma, buesaavaliar a
participacao deste receptor na hiperatividade da@ydairinaria causada
por transtorno neuroldgico, utilizando para isto modelo de leséo da
medula espinhal em ratos.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar o envobrnito do
receptor TRPAL na hiperatividade da bexiga urinadazida pela leséo
medular em ratos.

2.2 ESPECIFICOS

- Padronizar o modelo de hiperatividade da bexiggiria induzida pela
lesdo da medula espinhal;

- Avaliar as alteracdes locomotoras dos animais, @@mo as alteragdes
histopatolégicas e de contratilidade da bexiga&ni@ndecorrentes da
lesdo medular;

- Avaliar o efeito da lesdo medular sobre a expgesfos receptores
TRPAL e TRPV1 na bexiga urinaria, nos neurbnio&B® (segmentos
medulares L6-S1) e na porcao correspondente dalanesfpinhal;

- Investigar o efeito do bloqueio farmacoldginovitro e do bloqueidn
vivo da sintese do receptor TRPAL sobre a resposteatibntediada
pelo agonista TRPA1;

- Investigar o efeito do bloqueio farmacoldgito vitro do receptor
TRPV1 sobre a resposta contratil mediada pelo atgomio receptor
TRPAL;

- Investigar o efeito do bloqueia vivo da sintese do receptor TRPAL
sobre a atividade fasica espontanea da bexigariatina

- Investigar o efeito do bloqueio farmacolégicosesintese do receptor
TRPA1lin vivosobre o processo de micg¢ao;

- Avaliar a influéncia da lesédo medular e dos fzgareurotréficos NGF
e BDNF sobre a responsividade e funcionalidadeelmeptores TRPAL
e TRPV1 nos neurbnios do GRD (segmentos medulateS1) e na
porcao correspondente da medula espinhal;

- Avaliar os niveis de NGF e BDNF na bexiga uriaarios neurénios
do GRD (segmentos medulares L6-S1) e na porcdesmmndente da
medula espinhal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistahos(10
semanas de idade e peso entre 270-300 @), criaito8jptério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSE€)arnais foram
alojados em grupos de 5 animais por caixa (42 x B4 cm) e mantidos
em camaras ventiladas (ALES&Da uma temperatura controlada (22 +
2 °C), umidade entre 60 - 80% e ciclo claro/escdeo 12 horas,
alimentados com agua e raga libitum O presente estudo seguiu as
recomendacdes do Guia de Uso e Cuidado com Anipadisratoriais
do National Institutes of Health (NIH)os Estados Unidos da América
(Publication No. 85-23, revisado em 1996Todos os protocolos
experimentais utilizados neste estudo foram apas/geblo comité de
ética no uso de animais da UFSC (processo n° 0D0156

3.2 Inducéo da lesdo medular

O modelo de lesdo medular traumética usado nesidoefoi
previamente descrito por Vanicky e colaborador@912 com algumas
modificacbes. Inicialmente, o animal foi anestesiagela via
intraperitoneal com uma mistura 1:1 de quetamifantd/kg) e xilazina
(10 mg/kg). Apds completa anestesia, 0s animaisberam antibibtico
de amplo espectro (cloridrato de oxitetraciclin@p 3ng/kg i.m.). A
seguir foi realizada a tricotomia e a assepsia dsod do animal,
seguido de administracdo subcutanea de anestésied ¢ontendo
vasoconstritor (cloridrato de lidocaina 2% -nefrina 1:50000 -
Xylestesiff) e incisdo na &area depilada no sentido rostroaiade
aproximadamente 3 cm. O tecido gorduroso presentegido exposta
foi removido. ApoOs este procedimento, 0 anestésamtendo
vasoconstritor foi administrado novamente por wittaimuscular e os
musculos que se inserem no nivel das vértebrasidasdl0 a 12 foram
dissecados, seguido pela remocdo dos processomnhesps.
Posteriormente, a coluna espinhal foi fixada asaesum forceps.

Para acessar a medula espinhal, um pequeno oi(figiomm
de diametro) foi feito no nivel da vértebra toracld com o auxilio de
microscopio e broca cirlrgicos. A abertura permétiinsercdo de um
cateter de embolectomia Fogarty 2F (Lemaitre CatbeBurlington,
MA, EUA) diretamente no espaco epidural do canatiute, sem o
rompimento da dura mater. E importante salientar, gmtes de cada
procedimento cirdrgico, o cateter foi calibradcaeés da conex&o do
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mesmo a uma seringa preenchida com 1 ml de agudadas Ao
pressionar o émbolo da seringa até o volume deull@balédo existente
na extremidade do cateter atingiu o didmetro dexyb O didmetro do
baldo foi confirmado através de um paquimetro. Eguisla o baléo foi
desinflado e consequentemente o volume de aguavidano

Apés a calibragéo, o cateter foi inserido no espggidural e
avancado aproximadamente 1 cm na dire¢do rosgamaheira que a
extremidade do cateter contendo o baldo repousobre sa vértebra
toracica 10. O cateter foi novamente inflado con® 10 de &agua
atingindo 4,5 mm de diametro, e mantido inflado @ste diametro por
um periodo necessario para causar o desaparecimdestaeflexos
espinhais (tempo médio de 1 min). Finalizada ettpage o cateter foi
desinflado e cuidadosamente removido. Em seguidaefilizada a
sutura do mdusculo e da pele. Os animais falso-dpsraoram
submetidos ao mesmo protocolo descrito acima, poréateter ndo foi
inserido no espaco epidural.

Finalizado o procedimento cirargico, os animais affior
mantidos em ambiente aquecido. Durante 15-20 gliés a cirurgia, as
bexigas urindrias dos animais lesionados foram zémlas
manualmente, duas vezes ao dia, até o reestabetdoirda miccdo
automatica. Este procedimento foi feito aplicanegpsessdo com os
dedos sobre a regido do abddémen acima da bexigariarido animal.
Ainda como parte dos cuidados pds-operatérios, rosas foram
mantidos em ambiente limpo e observados diariampata evitar
desconforto e infec¢do. Os cuidados pré e pos-mpEm seguiram o
protocolo de Santos-Benito e colaboradores (2068n como o
MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study

Os animais foram divididos em trés grupos experiaiennao-
operados (sem nenhuma intervencdo cirdrgica), -tgdepados
(intervencdo cirdrgica, sem inser¢do do cateter) lesionados
(intervencao cirurgica, com insercdo de cateter).

3.3 Implantagéo de cateter intratecal

A fim de obter uma liberacéo intratecal susten@elaroga em
alguns grupos experimentais, logo apds o procedaneinirgico, foi
feito umpequeno orificio na dura mater proximo a regiddedaopara
possibilitar a insercdo de um cateter intratecalpdiuretano(Alzet
Durect, Cupertino, CA, EUA O cateter foi previamente preenchido
com heparina (400 Ul) para evitar sua obstrucdqofcdo final do
cateter foi posicionada subduralmente no lado tdesenedula espinhal
alcancando os segmentos medulares L6-S1. A poxtéma do cateter
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foi fixada no musculo através de suturas. A extiewhe da porcao
externa foi selada e deixada subcutaneamente. #irsegmisculo e a
pele foram suturados. O mesmo procedimento pardamagdo do
cateter intratecal foi feito em animais falso-oplesa

Para avaliar o efeito do tratamento intratecaim antisense
oligodeoxinucleotideo(AS-ODN: 5-TCTATGCGGTTATGTTGG-3’;
0,5 nmolf1l) ou com missense oligodeoxinucleotideo (MS-ODN 5'-
ACTACTACACTAGACTAC-3'; 0,5 nmolil) para o TRPAl
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) sobre as atividaffesica espontanea e
contratil da bexiga urinaria e sobre os parametnaglinamicos, os
animais foram submetidos a dois protocolos experiaie No primeiro
protocolo, 7 dias ap6s a cirurgias animais foram anestesiados com
isoflurano (2%) e uma pequena incisdo na regid&utiaa localizada no
dorso do animal foi realizada para permitr a Mizagdo da
extremidade do cateter. A seguir, uma bomba osedtidzet type
2001), que opera a uma taxa del/br por um periodo de 7 dias,
previamente preenchida comAS-ODN ou MS-ODN TRPA1 foi
acoplada ao cateter. A bomba osmotica foi posicana
subcutaneamente entre as omoplatas do animal. Dwianforam
sacrificados 7 dias apds a implantacdo da bondradtica, ou seja,
14 dias ap6s o procedimento cirdrgico e asdates fasica
espontanea e contratil da bexiga urinéria forariadesin vitro.

No segundo protocolo experimental, 14 dias apdsuag@, 0s
animais foram submetidos ao mesmo procedimento riexgetal
descrito acima para possibilitar a visualizacaocdteter intratecal. A
seguir, uma bomba osmatica (Alzet type 2002), qpexapa uma taxa de
0,5ul/hr, por um periodo de 14 dias, previamente prgilaccomAS-
ODN ou MS-ODN TRPAL1 foi acoplada ao cateter. Os parametros
urodindmicos foram avaliados 14 dias ap6s a imal@at da bomba
osmotica, ou seja, 28 dias apds a cirurgia.

3.4 Avaliacao da atividade locomotora dos animais

Para avaliar a recuperagdo funcional dos membiesiares
dos animais apds a lesdo medular, foi realizade wsmportamental
gue segue a escala desenvolvida por Basso e cadabes (1995),
denominada escala BBB. Esta escala varia de 0 @ @4 principais
escores sdo: 0, nenhum movimento dos membros ardsri 1,
movimentos leves de uma ou duas articulacfes; dinmaotos leves de
todas as trés articulacbes; 7, movimento de exterdds trés
articulacdes; 10, suporta ocasionalmente o pese sabpatas traseiras;
21, atividade locomotora normal. Para a realizagim teste
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comportamental, os animais foram primeiro adaptadosampo aberto.
O teste foi realizado a cada dois dias do dia 0diao28 apos o
procedimento cirdrgico por um periodo de 15 minutos

3.5 Analise histopatoldgica da bexiga urinaria

A andlise histopatoldgica da bexiga urinaria falimda em
animais nao-operados, falso-operados e lesionamoperiodos de 2, 7,
14 e 28 dias apdés o procedimento cirlrgico, baseadaseguintes
critérios: desenvolvimento de hipertrofia teciduaialise histologica e
guantificagcéo indireta da resposta inflamatoria.

Inicialmente, para avaliar a presenca de hipegr@cidual, os
animais foram sacrificados por overdose de perbbithhde sédio (100
mg/kg, i.p.). As bexigas urinarias foram removigae peso Umido de
cada amostra foi obtido como indicativo da auséncigpresenca de
hipertrofia tecidual. Posteriormente, para a aealsstologica, o0s
animais foram anestesiados e perfundidos com sollgd®BS (solucéo
salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH 7,2 a & garaformaldeido
4% nos mesmos periodos descritos acima. Apds asgerflos animais,
as bexigas urinarias foram removidas, fixadas erafpanaldeido 4%
por 48 h e desidratadas em etanol 70% por 24h, sambaetapas em
temperatura ambiente. A seguir, as amostras fonambloeadas em
parafina, seccionadas (espessura gmpbe coradas com hematoxilina e
eosina (H&E) para posterior avaliagdo microscopica.

Finalmente, o recrutamento de neutréfilos paraxéggbeurinaria
foi quantificado indiretamente através da detergéinada atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO), segundo método desgor Souza e
colaboradores (2000) com algumas modificacdes. Raraapds o
sacrifico dos animais, as bexigas urinarias foralatadas, congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas a -70 °C. Asstas foram
homogeneizadas a 5% (peso/volume) em tampé&o ED T3/ 4,7)
e centrifugadas a 10.000 rpm por 15 min a 4 °Cre@ipitado resultante
foi ressuspenso em tampéo 1 gelado (pH 7,4; NdCM),NaPQ 0,02
M e NaEDTA 0,015 M). Adicionou-se entdo NaCl 0,2&taglo e, apos
30 s, NaCl 1,6% contendo glicose 5% (gelado). Augiw foi
centrifugada a 10.000 rpm, por 15 min a 4 °C. @ipitado formado foi
ressuspenso em tampao 2 gelado [pH 5,4; NaR®M e hexadecil-
trimetilamdnio (H-TAB) 0.5%] e as amostras obtidaisam congeladas
e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquidmds Ao Ultimo
descongelamento, as amostras foram novamentefegattas a 10.000
rpm, por 15 min a 4 °C, e 25 ul do sobrenadadaméent usados para o
ensaio de MPO. A reacdo enzimatica foi feita nasgmea de
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tetrametilbenzidina (TMB; 1,6 mM), NaR@0 mM) e peroxido de
hidrogénio (HO,; 0,3 mM). A absorbancia foi medida em
espectofotdbmetro a 690 nm e os resultados foranressps em
densidade 6ptica (DO)/mg de tecido.

3.6 Bexiga urinaria isolada de rato

Apés a laparotomia, a bexiga urinaria foi rapidaifmeamovida
e transferida para uma placa de Petri contendog@olumutritiva de
Krebs-Henseleit (composicdo mM: NaCl 119,0; KCI;4ygSQ, 1,5;
CaCl 2,5; NaHCQ@25,0; KHPQ 1,2 e glicose 11,0; pH 7,4). A bexiga
urinaria foi seccionada longitudinalmente em quapartes de
aproximadamente 10 mm de comprimento e 3 mm dgura e tanto
0 tecido conectivo quanto o tecido adiposo foramavidos. Em
seguida cada preparacdo foi transferida para unim ae vidro
contendo 5 ml de solucdo de Krebs-Henseleit, adaeci37 °C e aerada
com uma mistura de 95% de © 5% de CQ As preparagfes foram
suspensas através de dois fios de algoddo, um @sneséremidade do
tecido, sendo que um dos fios foi conectado a amsttutor de forca
(TRI-201; Letica Scientific Instruments, Barcelofzspanha) e o outro
preso a uma haste de plastico. As preparacfes foremalmente
submetidas a uma tensédo basal de 1 g, seguidorpopeniodo de
equilibrio de 60 min. Durante este periodo, a smwde Krebs-Henseleit
foi renovada a cada 15 min e a tensdo basal ajustacmente para 1 g
nos primeiros 10 min. As mudancas de tensdo isaaéfioram
registradas em poligrafo (TRI-201; Letica Scieatifistruments).

3.7 Avaliacdo da contratilidade da bexiga urindsi@ada a estimulos
exdgenos

Decorrido o periodo de equilibrio, as preparactesnt
expostas ao cinamaldeido (300 uM), capsaicinaM}, carbacol (0,1
pM) ou KCI (80 mM). Atingido o ponto de estabiligadas respostas
contrateis tdnicas para cada substancia, a sotlec&vebs-Henseleit foi
renovada 4 vezes, seguido por um periodo de repdeistb-20 min
entre as exposicdes. A escolha da concentracioad® droga foi
selecionada a partir de estudos prévios (Calix@351 Andrade et al.,
2006). As respostas contrateis da bexiga urindeéiaadimais néo-
operados, falso-operados e lesionados a diferesgdmulos foram
analisadas nos periodos de 2, 7, 14 e 28 diasaapibsrgia. Em outro
grupo de animais nao-operados, a avaliacdo daipafo das células
uroteliais na resposta contrati mediada por algdos agonistas
mencionados acima, foi feita através da remocacadeada urotelial
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presente em cada preparacéo pela friccdo levecittiboteom haste de
algodao.

Em outra série experimental, foi avaliado o efeiio
antagonismon vitro dos receptores TRPAL1 e TRPV1 sobre a resposta
contratii mediada pela ativacdo do receptor TRPRéara isso, as
bexigas urinarias de animais lesionados e falsoadpe foram
removidas 14 dias apés o procedimento cirargidspkdas de acordo
com o protocolo descrito acima. Apés o periodo stabdlizacdo, as
preparacdes foram incubadas por 20 min com o HOZB(antagonista
TRPAZ1: 10, 30, 60 ou 100 pM) ou com o SB-366791lta@uonista
TRPV1: 10, 30, 100 ou 300 uM), sendo apenas umaechracio de
cada droga testada por preparacdo, seguido pelasiedp ao
cinamaldeido (300 uM). Além disso, o efeito da tagiio da sintese do
receptor TRPAL, através do tratameimtovivo com AS-ODN TRPAL,
durante 7 dias, sobre a atividade fasica espontme@sposta contratil
induzida pelo cinamaldeido foram avaliadas em [lasxigrinarias
isoladas de animais lesionados e falso-operados.

As respostas contrateis obtidas em todos 0s expetids foram
expressas como g de tenséo.

3.8 Avaliagéo urodindmica através da cistometria

Com o objetivo de aprofundar o estudo acerca dicipacao
do receptor TRPAL na hiperatividade urinaria, acpsso miccional dos
animais falso-operados e lesionados foi avaliadavés da andlise dos
pardmetros urodindmicos utilizando a técnica ddoristria. Este
protocolo experimental foi realizado no 28° dia apdprocedimento
cirirgico, pois neste periodo 0s animais lesionadpsesentaram
restabelecimento parcial do processo de micg¢éao.

Sob anestesia intraperitoneal com uretano (0,9 glag
animais lesionados e 1,2 g/kg para animais falgvamos) um cateter
de polietileno (PE-60; Clay Adams, Parsippany, BIJA) foi inserido
através de uma pequena incisdo feita no corpo Eigaberinaria. O
cateter intravesical foi conectado por meio de tonmgeira de trés vias a
um transdutor de presséo (ADInstruments, Castle Hilstrdlia) para
registrar a pressao intravesical e a uma bombanfisaio (Insight
Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil) pasemfir a infuséo
continua de salina para o interior da bexiga uandA pressao
intravesical foi registrada continuamente usando programa de
aquisicdo de dados (PowerLab 8/30; ADInstrument&pos a
implantagdo do cateter, os animais foram mantidpsee@dos e em
repouso durante 30-60 min para a estabilizacA@xgd urinaria. Apos
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este periodo, a bexiga urinaria dos animais reaebarinfuséo continua
de salina (NaCl, 37 °C) a uma taxa de 0,1 ml/min.

Os pardmetros cistométricos avaliados foram: poesié
micgdo (PM, pressao intravesical maxima duranteicdun), presséo
basal (PB, menor pressao intravesical entre asdesggpressao limiar
(PL, pressao intravesical imediatamente antes dgawm) e intervalo
entre as contragbes (IC). A amplitude e o niumercatgracdes ndo
associadas a micgdo (CNMs) também foram avaliadBaseado em
estudo prévio realizado por Ogawa e colaboradd@88), as CNMs
foram definidas como a pressao intravesical ritmiedor que 5 mmHg
(aproximadamente 7 cmB) em relacdo a pressao basal sem a liberacao
de salina da uretra.

O volume de salina eliminado pela uretra (VE) foletado e
medido. A fim de determinar o volume residual (VR),nfuséo de
salina foi interrompida no inicio de uma contragomic¢do e o VR
medido pela retirada de salina através do catateavesical e pelo
esvaziamento do conteldo intravesical pela pressdioual sobre a
bexiga urinaria. A capacidade da bexiga urinariBUWCfoi calculada
como a soma do VE e do VR. A eficiéncia no esvagigm vesical
(EEV) foi estimada em porcentagem, de acordo caquacao: EE =
[(VE/CBU) x 100].

Os parametros urodindmicos foram calculados armhatciclos
de miccdo obtidos durante 45 min. Inicialmenteaforcomparados os
ciclos de miccdo de animais falso-operados e ladamn
Posteriormente, nos grupos experimentais em que feito edo
antagonista TRPA1, o HC-030031 (30 mg/kg, i.v. edudu do veiculo
(DMSO 8% e Tween 80 2%, i.v. caudal) foi investigadiclos de
micc¢éo foram registrados antes (usados como vabasss) e depois
da administracdo do antagonista. Quando itoede tratamento
prévio com AS-ODN ou com MS-ODN TRPAL foi investiga ciclos
de miccao obtidos nos dois grupos experimentaifaomparados.

3.9 Extracédo do RNA total

Para a extracdo do RNA total, as amostras de bexigaria,
ganglios da raiz dorsal (GRDs) (segmentos medulafeS1) e da
porcdo correspondente da medula espinhal de anind@isoperados,
falso-operados e lesionados nos periodos de 24 €, 28 dias apds o
procedimento cirdrgico, foram coletadas e rapiddeneolocadas em
TRizol® (Invitrogen) na proporcdo de 1 ml do reagente paga 100
mg de tecido. Os tecidos foram homogeneizados caturatior
automatico para obtencdo do homogenato. Ao homtmeftaam
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adicionados 20Ql de cloroférmio, sendo este posteriormente sulatoeti
a agitacdo e centrifugacao (12.00@,x15 min, 4 °C). A fase aquosa
contendo o RNA foi transferida para um novo tubo, qual foram
adicionados 50Qul de alcool isopropilico. O conteldo do tubo foi
misturado por inversdo e posteriormente mantido reppuso em
temperatura ambiente por 10 min. A mistura foi G&rgada (12.000 x
g, 15 min, 4 °C), sendo o pellet resultante re-suspem 1 ml de etanol
75% gelado. Apés centrifugacdo (7.000gx5 min, 4 °C), o pellet
contendo RNA foi dissolvido em agua tratada com ¢l de
dietilpirocarbanato (DEPC), sendo a concentragdoa epureza
determinadas pelo espectrofotbmetro NanoDrop 11R@nddrop
Technologies, Wilmington, DE, EUA). O RNA foi aligtado e
estocado a -70 °C até o momento do uso. Apdsemcid do RNA, foi
realizado o ensaio de transcricao reversa segeideatdo em cadeia da
polimerase em tempo real (PCR em tempo real) camorito abaixo.

3.10 Ensaio de transcricdo reversa seguida de aeagécadeia da
polimerase em tempo real (PCR em tempo real)

Com o objetivo de determinar o efeito da lesédo aedsobre
os niveis de RNAm codificador da proteina TRPAJ, rimlizada a
reacdo em cadeia da polimerase em tempo el time-PCR. Para a
reacdo da transcricdo reversa, foi utilizada anemiiloloney Murine
Leukemia VirugM-MLV) (Invitrogen). Amostras de bexiga urinaria,
GRDs e medula espinhal contendpd@de RNA total foram incubadas
com 1 ug de oligo dT (500 pg/ml), 1ul de dNTPs @8 mM) e agua
ultra pura para um volume final de L2 Para a obtencdo do DNA
complementar (DNAc) as amostras foram aquecidds ®Cor 5 min,
resfriadas a 4 °C por 5 min para a adicdo de 4 pghwhpao de primeira
fita [250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCl e 15 mMgCl,), 2ul de
DTT (0,1 M)] e 1 pl de inibidor de RNase. A misgtuoi incubada a 37
°C por 2 min e dl da enzima M-MLV (200U) foi adicionada. Apés a
adicdo da enzima, as amostras foram mantidas &€ $0°50 min e a
reacédo foi inativada a 75 °C por 15 min. O DNAcdstocado a 4 °C até
a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase) (RC&acdo de PCR
foi realizada para promover a amplificacdo do DNvaca o TRPAL e
para ap-actina. Para tal, o DNAc foi amplificado em dupte
utilizando o kit Master Mix TagMah Universal PCR (Applied
Biosystems, Sdo Paulo, SP, Brasil), com psnespecificos para
ratos, com marcacdo 3'quencher MGB e FAM, para oPAR
(Rn01473803_m1) e 3'quencher MGB e VIC para o cvatenddégeno
B-actina ACTB (Rn00667869_m1) (Applied Biosysten®&)reacdo de
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PCR foi realizada em uma placa de reagéo optic6dmocos (Applied

Biosystems). Cada reacdo continha: 1 pl de DNA® (3§), 5 ul de

Master Mix (2x), 0,5 ul de primer (sonda Tagmar3,® ul de agua
ultrapura, em um volume final de 10 pl. As ampdifdes foram

realizadas em um termociclador (StepOne Plus; AgpBiosystems)

para 55 ciclos. Os parametros do termocicladomiona seguintes: 50
°C por 2 min, 95 °C por 10 min, 55 ciclos de 958C€ 15 s, e 60 °C por
1 min. A fluorescéncia foi coletada a cada cicloageplificacdo e os
dados foram analisados utilizando o métod6“2para a quantificacéo
relativa (QR). A expressao do gene alvo foi catiaraontra condi¢cdes
encontradas em animais controle.

3.11 Preparo dos cortes histoldgicos e reativagfigémica

A andlise de imuno-histoquimica da expressdo dospteres
TRPA1 e TRPVL1 foi realizada 2, 7, 14 e 28 dias ap@socedimento
cirdrgico em amostras de bexiga urinaria, GRDsnfegjos medulares
L6-S1) e porcdo correspondente da medula espirghandnais nao-
operados, falso-operados e lesionados. Além digsexpressdo do
receptor TRPAL foi avaliada em outras amostradelndos, obtidas de
animais lesionados tratados com AS-ODN ou MS-ODNPARdurante
14 dias. Para a execuc¢éo do protocolo, as amdsteas coletadas apos
perfusdo dos animais com solucdo PBS e paraforidaldébo, fixadas e
desidratadas como descrito anteriormente paralaagio da analise
histol6gica. Os cortes teciduais (espessura @genpforam montados
sobre laminas preparadas com solucdo de ATPS
aminopropiltrietoxisilano) a 5% em acetona PA, semdhntidas em
estufa a uma temperatura de 50 °C durante 1 hfigag#io dos cortes.
Apoés a fixacdo, os cortes foram desparafinados ebasc de vidro
contendo xilol e re-hidratados por passagens swesssm etanol em
concentracdes decrescentes (etanol absoluto, €38%al 80% e 70%).
O bloqueio da peroxidase enddégena dos tecidosefdizado com o
objetivo de eliminar reacdes inespecificas falssitpas. Dessa
maneira, as laminas foram imersas em solucdo déxider de
hidrogénio a 1,5 % em metanol absoluto (v/v) pond, com posterior
lavagem com &gua destilada. Previamente & incubagéia anticorpo
primario, as laminas foram submetidas ao tratameata reativacdo
antigénica, com a finalidade de recuperar os sitogigénicos
mascarados pela fixacdo e inclusdo do tecido emolog parafina. Para
este fim, foi preparada uma solu¢cdo composta p6rrhBde Aacido
citrico 0,1 M e 820 ml de citrato de s6dio 0,1 NH(B,0). A seguir, as
laminas foram imersas nesta solug¢do de reativagfigénica diluida
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1:10 em &gua destilada e mantidas em banho-mastaédp para 95-98
°C, durante 40 min. Logo ap0és, ainda como parfgrdcesso térmico de
reativacdo antigénica, as laminas foram retiradasbdnho-maria,
mantidas durante 20 min a temperatura ambientevadds em agua
destilada. Apdés a lavagem das laminas, estas faabmersas em
solucdo PBS.

3.12 Detecgéo imunolégica

A imunodetecc¢do dos receptores TRPAL e TRPV1 &dizada
utilizando os anticorpos policlonais de coelho -dRPA1 (1:100;
Abcam, Cambridge, MA, EUA) ou anti-TRPV1 (1:750; @) diluido
em liquido diluente para anticorpos (Novocdsttaeica Microsystems,
Bannockburn, IL, EUA) . A solu¢éo contendo o amofoi adicionada
sobre os cortes teciduais e as laminas foram naangich caAmara Umida
a uma temperatura de 2-8 °C, durante 12-16 h. Airseas laminas
foram lavadas com solu¢cdo PBS a temperatura arebigkpos a
lavagem, as laminas foram incubadas com anticorpounglario
biotinilado apropriado (1:250; DakoCytomation, Gatgria, CA, EUA)
em camara Umida durante 1 h a temperatura ambieagteriormente,
foram realizadas duas lavagens utilizando-se sol&S por 5 min e
0s cortes teciduais foram incubados com estreptavgkroxidase
(1:250; Invitrogen) por 1 h em temperatura ambie{e amostras
foram submetidas a revelagdo colorimétrica atrale@suma solucao
cromégena contendo 0,03% de 3,3"-diaminobenzidifaakd
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) e 0,3% de perdxité hidrogénio.

ApOs a revelagdo colorimétrica, foi realizada atiocoloracdo
das laminas com solucdo de hematoxilina, desidiatatravés de
passagem das laminas em concentracdes crescengtandé (etanol
70%, 80%, 90% e etanol absoluto), diafanizacado bwh ex montagem
em Entellafi (Merck, Sdo Paulo, SP, Brasil). Para cada reag#o
utilizado um controle negativo, que consistiu daasicdo dos cortes
teciduais ao anticorpo secundario na auséncia titmgro primario. As
imagens foramcaptadas através de microscopio OffEctipse 50i;
Nikon, Melville, NY, EUA) e camera digital (DS-FilNikon)
acoplados. Para cada corte de tecido foram obtidas5 imagens. As
imagens digitalizadas foram transferidas para o pctador e a
intensidade média da marcacao para o receptor TRRATIRPV1 foi
determinada para cada imagem através do progribkhdmageJ 1.36b
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA&)os resultados
expressos em unidade arbitraria. Para avaliaremeti€a de expresséo
do receptor TRPA1 entre o urotélio e musculo detruss imagens de



29

bexiga urinaria foram digitalizadas, a area esmectfe cada tecido foi
delimitada, a intensidade da imunoreatividade pada area foi medida
e os valores obtidos foram divididos pela area.r&siltados foram
expressos em unidade arbitraria/area do tecido.

3.13 Cultura de neurdnios do géanglio da raiz dorsal

Quatorze dias apds o procedimento cirdrgico, GRBgrtentos
medulares L6-S1) de animais ndo-operados, falstadps e lesionados
foram removidos para a realizacdo da cultura pian&pds a remocao,
0s GRDs foram colocados separadamente em placatdecéntendo
tampdo HBSS (solugcédo salina tamponada com HEPHSjgyesem
célcio e magnésio, contendo (mM): NaCl 140, Kd&, 2HEPES 10,
pH 7,4. Apo6s a remocdo dos tecidos conectivosGBPs foram
colocados em um tubo contendo papaina 0,1% ([8V)°& por 20 min.
Apoés este periodo, a amostra foi centrifugada (@, 2800 xg). Ao
precipitado foi adicionado colagenase tipo 1A 0,28éantido a 37 °C
por 20 min, seguido de nova centrifugacdo (1 mdQ 2 g). Apds a
digestdo enzimética, os GRDs foram lavados com danBSS sem
célcio e magnésio e ressuspensos em 3 ml de DMEWbé€Dco’s
modified Eagle) suplementado com 10% de soro letaho inativo por
calor e 1% de penicilina/estreptomicina. Apés noeatrifugacao (1
min, 200 xg), o precipitado resultante foi novamente ressudigerem
DMEM. A seguir, os GRDs foram dissociados mecanaam com o
auxilio de uma pipeta Pasteur.

Os neurdnios foram depositados sobre laminulasidte {45
mm de didmetro) previamente tratadas com polidisa laminina
(ambas 20 pg/ml) e entdo colocadas sobre plac&eulie(60 mm de
didmetro) adicionadas de 2,5 ml de meio de culDKEM. Nesta
etapa, as células neuronais foram incubadas nanp@®u na auséncia
do fator de crescimento derivado do nervo 2.5s (NGFng/ml) ou do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF 100/mmy As
concentracdes dos fatores neurotréficos utilizddesn obtidas de um
estudo prévio realizado por Kerekes e colaborad@@30). As células
foram mantidas em cultura por um periodo de 18-2at87 °C em
atmosfera saturada de umidade com 5% dg CO

3.14 Ensaio de mobilizacao de célcio

O ensaio de mobilizacdo de célcio foi realizado @alascrito
previamente por Gomes e colaboradores (2004). Adgasécultivadas
foram incubadas com um marcador de calcio, o flaoo6Fluo 4-AM
(3 mM) por 30 min em tampdo HBSS contendo (mM): NbZ, KCI
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4, CaC} 1, MgCk 1.2, glicose 10, HEPES 25, pH 7,4. A seguir, as
células foram lavadas com tampdo HBSS e as lansirttdasferidas
para um sistema de perfusdo (Bioptechs, Butler, PAA), que foi
posicionado ao microscopio confocal de varreduftasar SP5 (Leica
Microsystems). A solucdo HBSS (com ou sem agonfstg)erfundida
continuamente (0,6 ml/min) através de uma mini berperistaltica
(Bioptechs) simultaneamente a captacdo das imggeasmicroscopio
com objetiva de imersao de agua 20x e analise preigramaleica
Aplication Suite(LAS). O fluoroforo foi excitado com laser de anid
no comprimento de onda de 488 nm e a luz emitidadptada em
banda de emisséo de 510-570 nm.

Os neurdnios foram estimulados com tamp&do HBSSendot
capsaicina (1puM) ou cinamaldeido (300 uM). A escolha da
concentracéo de cada droga foi selecionada a partastudos prévios
(Bleakman et al., 1990; Andrade et al., 2006). iBais fluorescentes de
célcio obtidos apds a exposicdo aos estimulos foragistrados
continuamente, em intervalos de 1 s, durante 10 Rama avaliar a
viabilidade celular, os neurénios foram estimulados KCI (30 mM)
10 min apo6s o estimulo com o agonista. Os neurdt@sSRD de
pequenos didmetro (< 2hm) e responsivos a capsaicina ou ao
cinamaldeido (aumento de fluorescéncia igual owersmpa 50% do
nivel basal de fluorescéncia) foram considerados panalise.

Os campos de interesse foram identificados e delios pela
area de todo o corpo celular. Nesses campos asidéele de
fluorescéncia foi quantificada ao longo do tempsando o programa
LAS. As mudancas na fluorescéncig) (foram normalizadas pela
fluorescéncia inicialKp) para cada regido de interesse e foram expressas
como F/Fg) x 100 (% relativa ao basal). Os valores de flsc#acia
obtidos no decorrer do tempo foram representado® e média das
células estudadas em varios experimentos. A ardplittmédia das
mudancas na mobilizacdo de calcio representa eedia entre o basal
e 0 pico transitério de fluorescéncia em resposta@saicina ou ao
cinamaldeido.

3.15 Dosagem de fatores neurotréficos

Amostras de bexiga urinaria, GRDs (segmentos meshulss-
S1) e porgdo correspondente da medula espinhah fogenovidas de
animais nao-operados, falso-operados e lesionamoperiodos de 2, 7,
14 e 28 dias ap0s a cirurgia, para avaliar possatmracdes decorrentes
da lesdo medular nos niveis dos fatores neuratHfdGF (fator de
crescimento neuronal) e BDNF (fator neurotréficavidalo do cérebro).



31

Para tal, os tecidos foram homogeneizados em sBB% contendo
Triton X (0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonil W@WSF) 0,1 mM,
cloreto de benzameténio 0,1 mM, EDTA 10 mM, pepstath 0,1
pa/ml e aprotinina A 2 ng/ml. O homogenato foi céigado a 3.000 x
g por 15 min, 4 °C). O sobrenadante foi separadsice@do a -70 °C até
0 momento do uso. Os niveis de NGF e BDNF forammtifiGados
através de imunoensaio enzimatico (ELISA) de acoodmn as
instrugbes dos fabricantes (NGF: R&D System, Mipoia, MN,
EUA; BDNF: Chemicon, Temecula, CA, EUA). A dosagete
proteinas nas amostras foi realizada segundo odméle Bradford
(1976). Os resultados foram expressos em pg/mgipeot

3.16 Drogas e reagentes

As seguintes drogas e reagentes foram usados: auheiap,
capsaicina, carbacol, pentobarbital de sbédio, noeta 3-
aminopropiltrietoxisilano, colagenase tipo 1A, fdina, laminina,
papaina, penicilina/estreptomicina e BDNF proveaeenda Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, EUA), SB-366791 da TocriSt( Louis, MO,
EUA), cloridrato de oxitetraciclina (Terramicifjada Pfizer (Sdo Paulo,
SP, Brasil), cloridrato de lidocaina + epinefrindylestesit) da
Cristdlia (ltabira, SP, Brasil), quetamina (Frat e xilazina
(Virbaxyl®) da Virbac (Sdo Paulo, SP, Brasil), heparina sbdic
(Ligueminé) da Roche (Basel, Suica), hematoxilina e eosinklel@k
(Darmstadt, Alemanha), NGF da Promega (Madison, BUA), soro
fetal bovino da Gibco, Carlsbad, CA, EUA), DMEM kid- 4-AM da
Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). A solucdo de cineédo foi
preparada em etanol absoluto e Tween 80 (concéesafinais de
ambos os reagentes ndo excederam 0,003%) e aHemhlle carbacol e
SB-366791 foram preparadas em agua destilada eletdosoluto
(concentracéo final ndo excedeu 0,3%), respectinten® HC-030031
(pureza> 98%, HPLC) foi sintetizado no Departamento de Qednda
Universidade Federal de Santa Catarina como degeia Organizacéo
Mundial da Propriedade Intelectual (Moran et 002 e solubilizado
em dimetilsuféxido (DMSO) e Tween 80. Para os erp&mtosin vitro
ein vivo, as concentracdes finais de DMSO néo excederdih 6,8%,
respectivamente. Os veiculos usados nao tiveraito efgbre o tbnus
das preparagfes, sobre as contragfes induzidasggaaistas ou sobre
0s parametros urodindmicos.
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3.17 Andlise estatistica

Os resultados séo representados como a média padrao da
média (e.p.m.), exceto para os valores degy (4 concentracdo de
antagonista necessaria para reduzir a respostagaluista em 50%
relativo ao valor controle), os quais sdo expressmso a média
geométrica acompanhada pelo respectivo limite defimwa. Os
valores de Gb foram estimados usando quatro concentragcbes do
antagonista, entre o efeito minimo e o efeito maxiks porcentagens
de inibicdo ou de aumento sdo expressas como a mhé&iro padrdo da
média (e.p.m.) das inibicbes ou dos aumentos m&imdividuais
obtidos em cada experimento. A significancia estte#i entre os grupos
foi avaliada através do testele Student pareado ou ndo pareado, teste
U de Mann-Whitney, teste do Qui-quadrado ou da sad@e variancia
(ANOVA) seguida do testgost-hoc de Student-Newman-Keuls ou
Dunnett. A probabilidade aceita como indicativodiferenca estatistica
foi P < 0,05. Todas as comparacOes estatisticammfoefetuadas

utilizando-se o programa estatisti@saphPad 4(GraphPad Software;
San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Alterac0es fisiopatologicas decorrentes daolesgdular

Visando a padronizacdo de um modelo de lesdo nrequa
permitisse o desenvolvimento de hiperatividade daiga urinaria,
avaliou-se a severidade do trauma medular atrevé&schla BBB para
capacidade locomotora dos animais (Anexos 1 e 2)eg0ores obtidos
foram similares aqueles previamente observados \gamicky e
colaboradores (2001), ou seja, em animais falsocadps foi observado
escore 21, representativo de atividade locomotormal dos membros
anteriores e posteriores durante todo o periodlisada, ndo diferindo
da capacidade locomotora de animais nao-operados. aRimais
lesionados ndo houve alteracdo na atividade loaraatos membros
anteriores, mas foi observado escore 0 para os rosrijeriores 2 dias
ap0s a cirurgia, atingindo um escore maximo de 13,2,7 quatro
semanas apds a lesdo medular. Segundo a escala €8BBgescore
médio foi representado por movimento extenso ds duiculagbes dos
membros posteriores (escore 3) ou movimento dscdds trés
articulacdes dos membros posteriores (escore digaitivo de severa
paraplegia (Figura 4). Para garantir a fidedignédac reprodutibilidade
do modelo experimental bem como o estabelecimeatubratividade
urinaria, 0s animais que apresentaram escore agénd ndo foram
utilizados nos experimentos subsequentes.

—&— Falso-operado
—&— Lesionado

Escore BBB

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28

Dias ap6s a cirurgia

Figura 4. Atividade locomotora dos animaisA capacidade locomotora de animais falso-
operados e lesionados foi avaliada durante 28 limeada na escala BBBada ponto
representa a média e as linhas verticais o e.pené. ahimais.” P<0,001 comparado com o
grupo falso-operado (teste de Mann-Whitney).
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4.2 Alteracdes histopatolégicas decorrentes da lesiiular

Para detectar possiveis alteracdes histopatolodieesrrentes
da lesdo medular, realizamos a andlise histolayieditativa da bexiga
urinaria. Comparada a bexiga urinaria de animaisapirados e falso-
operados, a bexiga urinaria de animais lesionagossentou acumulo
de fibrina, edema pronunciado, altera¢des vasaulareeducdo no
numero de camadas de células uroteliais (FigurdDpA© dano na
estratificacdo do urotélio foi severo e generalizad 2° dia apos a lesédo
medular (Figura 5C). No mesmo periodo, também fmseovada a
migracdo de neutréfilos para o tecido suburotgliagura 5C). A
migracdo de neutréfilos foi validada através daidweda atividade da
enzima MPO. A Figura 5E mostra a intensa migragéameutrofilos
para a bexiga urinéria 2 dias apds a lesdo medidafprme indicado
pelo aumento de aproximadamente 70 vezes na atevida MPO, a
qual retornou a valores basais nos periodos subsexgi(7, 14 e 28
dias). Nestes periodos, as células uroteliais fommovadas e somente
alteracOes discretas e escassas foram notadasa(lHBy. Entretanto,
foi observado aumento duradouro no peso umido xigderinaria (1,7
vezes no dia 2 e 3,5 vezes nos dias 7, 14 e 28aaqiaggia), indicando
possivel desenvolvimento de hipertrofia teciduagyfa 5F). Esses
resultados mostram que a lesdo medular induzivepsacinflamatério
agudo associado com mudancas estruturais créradaexiga urindria.
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Figura 5. Alteracdes histopatoldgicas da bexiga naria apds a lesdo medularAndlise
histolégica realizada em bexigas urinarias de aisim@o-operados (painel A), falso-operados
(painel B) e lesionados 2 (painel C) e 28 (paingds apds a cirurgia mostrando dano no
urotélio (cabeca de seta), infiltragcdo de neuwsfilseta fechada, inser¢do aumento de 100x),
congestao e dilatacéo de vasos sanguineos (seta)abdema (asterisco) e acumulo de fibrina
(seta longa) (coloracdo H&E: aumento de 20x, esd@ld pum). Atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) (painel E) e medida do pasad (painel F) da bexiga urinaria de
animais nédo-operados, falso-operados e lesionadetadas 2, 7, 14 e 28 dias ap0s a cirurgia.
Cada coluna representa a média e as linhas vertzae.p.m. de 4 animai$.P<0,01;

" P<0,001 comparado com o respectivo grupo falso-olpeANOVA de uma via seguida
pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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4.3 Analise dos niveis de RNAm codificador do recepRPAL apés a
lesdo medular
Os niveis de RNAm codificador do receptor TRP#&tam

avaliados através da reacdo em cadeia da polim@gP&$e) em tempo
real em amostras de bexiga urinaria, neurbnios B® Gsegmentos
medulares L6-S1) e porcdo correspondente da meskpanhal de
animais nao-operados, falso-operados e lesionamletadas 2, 7 e 14
dias apés a cirurgia. Interessantemente, 7 dias approcedimento
cirdrgico, o nivel de RNAm foi maior na bexiga @iia e nos GRDs
(cerca de 9 e 2 vezes, respectivamente) de aniesisnados em
comparacgéo aos animais falso-operados (Figura 6A=Byetanto, ndo
houve alteracdo nos niveis de RNAmM na medula eabéerh todos os
periodos analisados (Figura 6C).

—JNé&o-operado [ Nao-operado

A Falso-operado B Falso-operado
73 Lesionado dlLesionado
z [
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[ Nao-operado
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RNAm TRPA1 (QR)

Dias apés a cirurgia

Figura 6. Determinacéo dos niveis de RNAm para o receptor FRRpo6s a leséo medular.

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada em @asosle bexiga urinaria (painel A),
neurdnios do GRD (segmentos medulares L6-S1) (p&hee porcdo correspondente da
medula espinhal (painel C) de animais ndo-operddiss-operados e lesionados coletadas 2, 7
e 14 dias ap@s a cirurgia. Os dados foram nornellizem relagdo aos niveis de RNAm para a
actina contidos na mesma amostra. Os resultadosxg@essos como quantificagao relativa
(QR). Cada coluna representa a média e as linhtisaie o0 e.p.m. de 3 animai$<0,05;
“"P<0,001 comparado com o respectivo grupo falso-olse(ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Student-Newmann-Keuls).
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4.4 Andlise da expressédo dos receptores TRPAL & TRBGs a lesdo
medular

Com o objetivo de confirmar a inducdo do recep®PAL em
decorréncia a lesdo medular, a sua expressao #inda através da
técnica de imuno-histoquimica. Como pode ser obslermas Figuras 7
(A-C) e 8 (A-F), a lesdo medular causou aumentmifgigtivo na
expressao do receptor TRPAL na bexiga urinariadiers 7, 14 e 28
(4,3; 2,9 e 3,2 vezes, respectivamente) bem consoneoardnios do
GRD nos dias 7 e 14 (48 e 52 vezes, respectivajnapées a cirurgia
guando comparado com o respectivo grupo falso-dpefdo entanto,
nao houve alteracdo significativa na expressdord&ipa na medula
espinhal.

[Na&o-operado
Il Falso-operado
C EZALesionado
80

Expressao TRPA1
(unidade arbitraria)

o
No- 2 7 14 2

operado

Dias ap6s a cirurgia

Figura 7. Expressao do receptorRPAL na bexiga urinaria apds a lao medula. A analise
imuno-histoquimica da expressdo do receptor TRRAlrdalizada em bexigas urinarias de
animais nao-operados, falso-operados e lesionatdetadas 2, 7, 14 e 28 dias ap0s a cirurgia. As
imagens representativas de bexiga urinaria do gfalso-operado e lesionado 7 dias apds a
cirurgia (painéis A e B) mostram intensa imunomedicapara o receptor TRPAL no urotélio
(setas) e no musculo detrusor (cabeca de setas)aalp§do medular (aumento de 20x, escala =
100 um). Representacéo gréafica da intensidade deag@® para o receptor TRPAL expressa em
unidade arbitraria (painel C). Cada coluna reptesarmédia e as linhas verticais o e.p.m. de 3
animais.”™ P <0,001 comparado com o respectivo grupo falso-ojpeANOVA de uma via
seguida pelo teste de Student-Newmann-Keuls).
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Figura 8. Expresséo do receptor TRPA1 nos neurdndisganglio da raiz dorsal (segmentos
medulares L6-S1) e na porgéo correspondente da nteeéspinhal apds a lesdo medulak
andlise imuno-histoquimica da expresséo do recdR&AL foi realizada em neurbnios do
ganglio da raiz dorsal (GRD) e na medula espinBaarimais nao-operados, falso-operados e
lesionados, coletados 2, 7, 14 e 28 dias aposiayEr Imagens representativas dos neurdnios
do GRD (painéis A e B) e da medula espinhal (psil@ie D) do grupo falso-operado e
lesionado 7 dias apds a cirurgia, respectivamef(g@mento de 40x, escala = 100 pm).
Representacéo gréfica da intensidade de marcagdcop&ceptor TRPAL nos neurdnios do
GRD (painel E) e na medula espinhal (painel F) essa em unidade arbitraria. Cada coluna
representa a média e as linhas verticais o e.@.ahimais.P <0,05;" P <0,001 comparado

com o respectivo grupo falso-operado (ANOVA de wieseguida pelo teste de Student-
Newmann-Keuls).
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Com base em estudos mostrando a regulacdo da sxprds
receptor TRPV1 na bexiga urinaria de animais e masiacom
hiperatividade urinaria, a expressao deste recejgioravaliada nas
mesmas condi¢cfes experimentais descritas paraliaeada expresséo
do receptor TRPAL. A lesdo da medula espinhal indammento na
expressdo do receptor TRPV1 na bexiga urinaria Z8ia8,5 vezes)
(Figura 9A-C), nos neurpios do GRD (dia 7: 21,5 vezes) e na medula
espinhal (dias 2 e 7: 1,7 e 2,5 vezes, respectivané-igura 10A-F) .
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Figura 9. Expressao do receptor TRPV1 na bexigan#iia apos a lesdo medulaA analise
imuno-histoquimica da expressé@o do receptor TRRWXeflizada em bexigas urinarias de
animais ndo-operados, falso-operados e lesionadesdas 2, 7, 14 e 28 dias ap06s a cirurgia.
As imagens representativas de bexiga urinarialdo-faperado e grupo lesionado 28 dias apos
a cirurgia (painéis A e B) mostram intensa imunaagéio para o receptor TRPV1 no urotélio
(setas) e no musculo detrusor (cabeca de setaspdpsdo medular (aumento de 20x, escala =
100 pum). Representacdo grafica da intensidade deag@p para o receptor TRPV1 expressa
em unidade arbitraria (painel C). Cada coluna spr& a média e as linhas verticais o e.p.m.
de 3 animais.” P <0,001 comparado com o respectivo grupo falso-cjpe(ANOVA de uma

via seguida pelo teste de Student-Newmann-Keuls).
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Figura 10. Expressdo do receptor TRPV1 nos neurdmido ganglio da raiz dorsal
(segmentos medularels6-S1) e na porgdo correspondente da medula esppida a lesdo
medular. A andlise imuno-histoquimica da expressdiaeceptor TRPV1 foi realizada em
neurdnios do ganglio da raiz dorsal (GRD) e na naedapinhal de animais n&do-operados,
falso-operados e lesionados coletados 2, 7, 14 edida8 apds a cirurgia. Imagens
representativas dos neurdnios do GRD (painéis Ae da medula espinhal (painel C e D) do
grupo falso-operado e lesionado 7 dias ap6s ag@rufaumento de 40x, escala = 100 pm).
Representagdo gréfica da intensidade de marcagacop&ceptor TRPV1 nos neurdnios do
GRD (painel E) e na medula espinhal (painel F) esga em unidade arbitraria. Cada coluna
representa a média e as linhas verticais o e.r@.ahimais.P <0,05;” P <0,001 comparado
com o respectivo grupo faso-operado (ANOVA de unzaseguida pelo teste de Student-
Newmann-Keuls).
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4.5 Atividade contratil da bexiga urinaria apésséb medular

Para avaliar a atividade contratil da bexiga ur@nar vitro
mediada pela ativacdo dos receptores TRPAL e TRS a lesdo
medular, as prepara¢gdes de bexiga urinaria forgpostas ao agonista
do receptor TRPAL cinamaldeido (300 uM) ou ao ajardo receptor
TRPV1 capsaicina (0,1 uM). A Figura 11 (A e B) masgue ambos,
cinamaldeido e capsaicina, induziram resposta d&@intna bexiga
urinaria de animais nao-operados ou falso-operddtsressantemente,
a lesdo medular causou aumento da resposta cbindiizida pelo
cinamaldeido (dia 14: 42,8 + 14,4% e dia 28: 60,¥8#9%), ou pela
capsaicina (dia 14: 98,1 + 46,4% e dia 28: 15438 4%).
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Figura 11. Resposta contratil da bexiga urinéria dnzida pela ativacdo de receptores
TRPA1 e TRPV1 apéds a lesdo medulds preparacdes de bexiga urinaria de animais néo-
operados, falso-operados e lesionados isoladgsl2,& 28 dias apds a cirurgia foram expostas
ao cinamaldeido (300 pM, painel A) ou a capsai¢ha puM, painel B). Os resultados séo
expressos em g de tensdo. Cada coluna represer@diae as linhas verticais indicam o e.p.m
de 4-6 experimentos independent&s<0,05; " P<0,01; ™ P<0,001 comparado com o grupo
falso-operado (ANOVA de uma via seguida pelo tdst&tudent-Newmann-Keuls).

O mesmo protocolo foi realizado para avaliar a ostp
contrétil induzida pela ativacdo dos receptorescamilsicos ou pela
despolarizagdo da membrana celular. A lesdo megol@ncializou a
resposta contratil induzida pelo agonista musaarinarbacol (0,1 pM)
(dia 2: 73,0 £ 12,7%; dia 7: 173,1 + 22,3%); dia 185,6 + 19,7%; dia
28: 204,7 £ 38,2%) ou pelo agente despolarizante(BC mM) (dia 7:
35,6 + 6,4%; dia 14: 90,5 + 28,1%; dia 28: 107 4742%) (Figura 12A
e B).
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Figura 12. Resposta contratil da bexiga urinéria dnzida pela ativacdo de receptores
muscarinicos e pela despolarizagdo celular ap6eséb medularAs preparagdes de bexiga
urinéria de animais nao-operados, falso-operadesi@nados isoladas 2, 7, 14 e 28 dias apés a
cirurgia foram expostas ao carbacol (0,1 pM, paKebu ao KCI (80 mM, painel B). Os
resultados sé@o expressos em g de tensdo. Cada cepesenta a média e as linhas verticais
indicam o e.p.m de 4-6 experimentos independeie®,05; ™ P<0,001 comparado com o
grupo falso-operado (ANOVA de uma via seguida peste de Student-Newmann-Keuls).

A exacerbacgdo das respostas contrateis aosrdéerestimulos
apos a lesdo medular foi evidenciada somente quasdalores das
respostas contrateis (em g) ndo foram divididosgpehlores dos pesos
Umidos (em mg) das bexigas urinarias. Caso ostagas fossem
expressos em g/mg, as respostas contrateis do fpsipoado estariam
reduzidas em relacdo ao grupo nao-operado e fakls@do, visto que o
peso Umido das bexigas urinérias de animais ledimn#oi superior as
de animais néo-operados e falso-operados, ndo zamdi com 0s
registros tipicos. Para comprovar 0 aumento destgostas contrateis,
as mesmas poderiam ter sido divididas pela &reaionséc
(peso/(comprimento x densidade) da bexiga urinérpressa em
fato este que néo foi realizado no decorrer dalestu

4.6 Participacdo das células uroteliais na ativedaointratil da bexiga
urinéria
Para explorar a participacdo do urotélio na resposntratil

induzida pelo cinamaldeido (300 puM) ou pelo carbé@d uM), alguns
experimentos foram realizados em preparacfes dgabexinaria de
animais ndo-operados nas quais as células urstéti|m removidas.
Como observado na Figura 13 (A e B), ap0s a remdoaarotélio as
respostas contrateis induzidas pelo cinamaldeidmetmicarbacol foram
reduzidas em 62,0 £ 2,7% e 72,0 * 8,2%, respectwam
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Figura 13. Participacdo do urotélio na resposta dodtil da bexiga urinaria induzida pela
ativacdo de receptores TRPA1 e muscarinicoss preparagdes de bexiga urinaria (com ou
sem urotélio) obtidas de animais nédo-operados fogapostas ao cinamaldeido (300 pM,
painel A) ou ao carbacol (0,1 uM, painel B). Osileeglos sdo expressos em g de tensdo. Cada
coluna representa a média e as linhas verticaixamd o e.p.m de 4-6 experimentos
independentes.P<0,01 comparado com o grupo controle (Téste Student néo pareado).

4.7 Efeito do bloqueio farmacoldgi@o vitro sobre a atividade contratil
da bexiga urinaria apés a lesédo medular

A Figura 14A mostra que a exposicao prévia dasgpegpes ao
antagonista do receptor TRPA1, o HC-030031 (1041/), reduziu de
maneira dependente da concentragdo, a respostatitanediada pelo
cinamaldeido (300 uM) em preparacdes de bexigandmass falso-
operados e lesionados avaliadas 14 dias apés @iair®s valores
estimados das gjpara esses efeitos foram 46,3 (23,7 - 68,9) e(3142
- 53,0) uM, respectivamente. O veiculo (DMSO 0,t#yespondente a
concentracdo maxima de HC-030031 (10@) ndo teve efeito a
resposta contratil induzida pelo cinamaldeido (FRdiiB).
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Figura 14. Curva concentragdo-resposta inibitériam o antagonista do receptor TRPAL, o
HC-030031, na resposta contratil induzida pelo cmaldeido.As preparacdes de bexiga
urinéria de animais falso-operados e lesionaddadae 14 dias apds a cirurgia foram pré-
incubadas com HC-030031 (10-100 pM, painel A) om e@iculo (DMSO 0,1%, painel B) e
expostas ao cinamaldeido (300 pM). Cada colunsesepta a média e as linhas verticais
indicam o e.p.m de 4-6 experimentos independefites0,01; “P<0,01 comparado com o
grupo falso-operado (controle) (ANOVA de uma vigidgda pelo teste de Dunnett para A e
teste de Student-Newmann-Keuls para B).

Além disso, o antagonista do receptor TRPV1, o 68791
(10-300 pM), reduziu de maneira dependente da otrEgdo, a
resposta contratil mediada pelo cinamaldeido (3@) ¢m preparacdes
de bexiga de animais falso-operados e lesionadogdas no mesmo
periodo pos-cirdrgico (Figura 15A). Os valoresreatios das G4 para
esses efeitos foram 46,1 (10,8 - 81,4) e 59,9 (1718,6) UM,
respectivamente. O veiculo (etanol 0,3%) correspoted a
concentracdo maxima de SB-366791 (30) ndo teve efeito a
resposta contratil induzida pelo cinamaldeido (FidLbB).
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Figura 15. Curva concentracdo-resposta inibitria para o antagsta do receptor TRPV1, o
SB-366791, na resposta contratil induzida pelo aimadeido.As preparacdes de bexiga
urinaria de animais falso-operados e lesionaddadas 14 dias ap6s a cirurgia foram pré-
incubadas com SB-366791 (10-300 puM, painel A) om eeiculo (etanol 0,3%, painel B) e
expostas ao cinamaldeido (300 pM). Cada colunaesepta a média e as linhas verticais
indicam o e.p.m de 4-6 experimentos independeifee®),05; * P<0,01; *P<0,01 comparado
com o grupo falso-operado (controle) (ANOVA de wreseguida pelo teste de Dunnett para
A e teste de Student-Newmann-Keuls para B Studemhann-Keuls para B).

4.8 Efeito do bloqueidn vivo da sintese do receptor TRPA1 sobre as
atividades fasica espontanea e contratil da bexigeria apds a leséo
medular

Com o objetivo de avaliar se a regulagéo da simteseceptor
TRPAL poderia melhorar a contratilidade da bexigaania, animais
falso-operados e lesionados foram tratados pelintriatecal com AS-
ODN TRPAL por 7 dias consecutivos e as bexigasas coletadas 14
dias ap0s a cirurgia para andligevitro. Comparada a bexiga urinéria
dos animais falso-operados, a bexiga urinaria cimaas lesionados
apresentou amplitude maior da atividade fasica re8pea
(aproximadamente 3,8 vezes). Interessantementataonento intratecal
com o AS-ODN TRPA1 reduziu em 53,5 + 10,4% a amgét da
atividade fasica espontanea da bexiga urinaria @mads lesionados,
mas néo interferiu com este processo em animaig-tglerados (Figura
16A). Além disso, o tratamento dos animais falseragos e lesionados
com o AS-ODN TRPAL foi bastante eficaz em reduzi,4 £ 7,3% e
53,4 = 7,2%, respectivamente) a resposta contmatilzida pelo
cinamaldeido (Figura 16B). Por outro lado, a refsposntratil induzida
pelo carbacol ndo foi alterada pelo tratamento é@rODN TRPAL
(Figura 16C).
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Figura 16. Efeito da inibicdo da sintese do recepfbRPA1l sobre as atividades fasica
espontanea e contratil da bexiga urinaria ap6s @3 medular.Animais falso-operados e
lesionados foram tratados pela via intratecal catfisense oligodeoxinucleotideo (AS-ODN:
0,5 nmol/ul) ou com missense oligodeoxinucleoti8-ODN: 0,5 nmol/ul) para o TRPAL
durante 7 dias e a atividade fasica espontaneae(pd) e a resposta contratil das preparacdes
de bexiga urinaria induzida pelo cinamaldeido (380 painel B) ou pelo carbacol (0,1 uM,
painel C) avaliadas 14 dias ap0s a cirurgia. Qslteios séo expressos em g de tensdo. Cada
coluna representa a média e as linhas verticaizamd o e.p.m de 4-6 experimentos
independentes?P<0,01; 'P<0,05; “P<0,01 comparado com o grupo falso-operado ou
lesionado tratado com MS-OOWestet de Student ndo pareado).

4.9 Cistometria

A seguir, investigamos o0s parametros urodinamieoardmais
falso-operados e lesionados 28 dias ap0s a cirahgigés da técnica de
cistometria. Durante a fase de enchimento da bexigaria, os animais
lesionados apresentaram maior nimero de contragieassociadas a
miccdo (CNMs) do que os animais falso-operado0(£32,3 e 1,0 £
0,3, respectivamente) (Tabela 1). Além disso, emmpawacdo aos
animais falso-operados, 0s animais lesionados eqsm alteracoes
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urodindmicas importantes, tais como: reducdo deniato entre as
contrac@es (IC) (78,8 + 1,6%), volume eliminado Y(&4,9 *+ 2,2%),
eficiéncia de esvaziamento vesical (EEV) (97,15%), e aumento na
presséo basal (PB) (186,5 * 25,7%), pressao lifRiay (70,5 + 18,2%)
e capacidade da bexiga urinaria (CBU) (435,0 +%), Entretanto, ndo
foi observada diferenca significante na amplitudepresséo de micgéo
(PM) entre os dois grupos experimentais (Tabeleidera 17).

Falso-operado Lesionado
Amplitude média das CNMs (mmHg}) 25129 21,2%1,.2
Nimero de CNMs 1,040,3 13,022 3
Pressdo basal (mmHg) 5,310.7 15.2+1 4
Pressao limiar (mmHg) 8948 15,1+1,6*
Pressdo de micgdo (mmHg) 335156 28,1219
Intervalo entre as contragbes (min) 35409 0, 74005
Volume eliminado (ml) 0,510.1 0,0710,01*
Capacidade da bexiga urinaria (ml) 0,602 3,4+0.3"™
Eficiéncia de esvaziamento (%) TI, 7252 2,240 4™

Tabela 1. Alterag6es dos parametros urodindmicodunidos pela lesdo medulaCistometria
realizada em animais falso-operados e lesionadadig®Bapds a cirurgia. Os resultados sédo
expressos como a média e o e.p.m. de 6 anink®,05; ” P<0,01; " P<0,001 comparado
com o grupo falso-operado (Testde Student ndo pareado).
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10 mmHg

2 min

Figura 17. Registros cistométricos representativ@stometria realizada em animal falso-
operado (painel A) e lesionado (painel B) 28 dipésaa cirurgia mostrando altera¢des nos
parédmetros urodindmicos como pressao basal (PB; amtrta), presséo limiar (PL; seta
fechada) e intervalo entre as contragdes (IC; fraco

A partir dos dados obtidos na cistometria, 0os gparsnitiram
uma melhor caracterizagdo do modelo de hiperatieidarinaria,
avaliamos o efeito do tratamento sistémico aguds daimais
lesionados com o antagonista do receptor TRPA1Ce08D031 (30
mg/kg, i.v.). A administracao do HC-030031 ou ddécutw nédo alterou
0s parametros urodinamicos de PB, PL, PM, VE, CBBY e IC
(Tabela 2). Todavia, o tratamento com HC-030031seca reducao
significativa na amplitude (42,1 + 15,0%) e no ném@7,0 £ 8,5%) de
CNMs, respectivamente (Tabela 2 e Figura 18).
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Lesionado Lesionado
Veiculo HC-030031
Pré -trat: to Pos-trat: to  Pré to Pos-trat: to
Amplitude média das CNMs (mmHg) 202+0,7 20,713 215+2,1 124+32"
Numero de CNMs 106416 86+17 16,7+3,5 66+18
Pressdo basal (mmHg) 18119 155+3,1 254+24 238+17
Pressao limiar (mmHg) 169425 148127 203+4,1 172432
Pressdo de micgdo (mmHg) 285+14 277108 288+34 249+ 17
Intervalo entre as contragbes (min) 0,7+0,03 0,7+ 0,07 0,7+0,1 1,2+03
Volume eliminado (ml) 0,09+ 0,01 0,09+0,01 0,06 +0,01 0,07 +0,01
Capacidade da bexiga urinaria {(ml) 27+03 28+04 40+ 03 39+06
Eficiéncia de esvaziamento (%) 3.1+01 31+04 1,2+ 0,1 2714

Tabela 2. Efeito do tratamento sistémico com HC-030 sobre os parametros
urodindmicos. Animais lesionados foram tratados pela via intn@ga com HC-030031 (30
mg/kg) ou com veiculo (DMSO 8% + Tween 80 2% enmnaal28 dias apbs a cirurgia. Os
resultados s&o expressos como a média e o e.p.nadienais. "P<0,05 comparado com o0s
valores obtidos antes da administracdo do HC-03(D&4tet de Student pareado).
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Figura 18. Efeito do tratamento sistémico com HC@IB1 sobre a amplitude e nimero de
contragdes ndo associadas a micca@nimais lesionados foram tratados pela via intragan
com HC-030031 (30 mg/kg) ou com veiculo (DMSO 8%ween 80 2% em salina) 28 dias
apés a cirurgia e avaliadas a amplitude (paineé AYimero de contracdes ndo associadas a
miccdo (CNMs) (painel B) da bexiga urinaria. Osis&#gs cistométricos representativos de
animais lesionados antes (painel C) e apés (pBinaladministragcdo de HC-030031 mostram
maior amplitude (seta aberta) e nimero de CNMa feehada) antes da administragdo do HC-
030031. Cada coluna representa a média e as hmmfisais indicam o e.p.m de 6 animais.
"P<0,05 comparado com os valores obtidos antes danteatto com o HC-030031 (Testde
Student pareado).

Ainda como parte da avaliacdo cistométrica, foiliada se o
bloqueio da sintese do receptor TRPALl por um periodais
prolongado, através do tratamento intratecal dosas lesionados com
0 AS-ODN TRPALl durante 14 dias consecutivos, padest efeito
benéfico sobre as altera¢des urodindmicas. Comenpusl observar o
tratamento com o AS-ODN reduziu significativamenteimero (52,1 +
15,6%), mas ndo a amplitude das CNMs (Tabela 3gerdil9).
Semelhante ao observado para o tratamento com ®3dQ31, o
tratamento intratecal com AS-ODN ndo restaurou @sarpetros
urodinamicos de PB, PL, PM, VE, CBU, EEV e IC (Tiali®).
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Lesionado Lesionado
MS-ODN AS-ODN
Amplitude média das CNMs (mmHg) 20,9111 18,0146
Numero de CNMs 13,8121 6,612 .2
Pressdo basal (mmHg) 11.8+15 13,942 4
Pressdo limiar (mmHg) 15,0+1,9 14542 2
Pressédo de micgdo (mmHg) 275413 286128
Intervalo entre as contragbes (min) 09101 15108
Volume eliminado (ml}) 0,110,03 021401
Capacidade dabexiga urinaria (ml) 36403 42408
Eficiéncia de esvaziamento (%) 5428 9748 1

Tabela 3. Efeito da inibicdo da sintese do receptoRPA1l sobre os parametros
urodindmicos. Animais lesionados foram tratados pela via int@tecom antisense
oligodeoxinucleotideo (AS-ODN: 0,5 nmol/pl) ou caonissense oligodeoxinucleotideo (MS-
ODN: 0,5 nmol/ul) para o TRPA1 durante 14 dias @asdmetros urodindmicos avaliados 28
dias apos a cirurgia. Os resultados sdo expressos @ média e o e.p.m. de 6 animais.
"P<0,05 comparado com o grupo tratado com MS-ODNt€Tfede Student ndo pareado).

[C—IMS-ODN (0,5 nmol/ pl, i.t., 14 dias) C—IMS-ODN (0,5 nmol/ ul, i.t., 14 dias)
A EEEEAS-ODN (0,5 nmol/ml, i.t., 14 dias) B IR AS-ODN (0,5 nmol/pl, i.t., 14 dias)
30 24

n
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Figura 19. Efeito da inibicdo da sintese do receptor TRPAL reoh amplitude e nimero de
contragdes ndo associadas a micgadnimais lesionados foram tratados pela via inteadtec
com antisense oligodeoxinucleotideo (AS-ODN: 0,5 olml) ou com missense
oligodeoxinucleotideo (MS-ODN: 0,5 nmol/pl) par@®PA1 durante 14 dias e a amplitude e
ndmero de contra¢des ndo associadas a micgdo (CaVdisadas 28 dias ap6s a cirurgia. Cada
coluna representa a média e as linhas verticaigamd o e.p.m. de 6 animaid<0,05
comparado com o grupo tratado com MS-ODN (Tes&geS$tddent ndo pareado).
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4.10 Analise da expressao do receptor TRPAL apatamento com
antisense oligodeoxinucleotideo para o TRPAL

Com base nos resultados que mostraram a eficAd&geDDN
TRPAL1 em reduzir o nimero de CNMs, a amplitude teidade
espontanea da bexiga urinaria, bem como a respoastgatil induzida
pelo cinamaldeido, outra etapa de nossos expeonsdnt avaliar a
expressao do receptor TRPAL1 em amostras de bexigearia,
neurbnios do GRD (segmentos medulares L6-S1) e &porg
correspondente da medula espinhal de animais ientratados com
0 AS-ODN TRPAL1 durante 14 dias. As Figuras 20 (AeD21 (A-F)
mostram a reducao da expresséo do receptor TRPA&xga urinéria
(45,1 = 4,3%), nos neurbnios do GRD (66,1 + 15,06%)a medula
espinhal (67,4 = 7,0%). Adicionalmente, foi reatiaaa quantificacao
relativa da imunoreatividade do receptor TRPAL paistriminar a
intensidade da expressdo do mesmo entre o uraélmd musculo
detrusor. Desta forma, foi observada maior expees$d receptor
TRPAL1 no urotélio (74.6 + 4.2%) do que no musculetrusor.
Entretanto, o0 tratamento com AS-ODN TRPA1l reduziu
significativamente a expressdo do receptor TRPAMnAsculo detrusor

(57,6 = 4,7%), mas ndo nas células uroteliais (@i@0B e D)
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Figura 20. Expressdo do receptor TRPALl na bexigaindria ap6s o tratamento com
antisense oligodeoxinucleotideo para o TRPAL andlise imuno-histoquimica da expressao
do receptor TRPAL foi realizada em bexigas urisada animais lesionados tratados durante
14 dias pela via intratecal com antisense oligothemeotideo (AS-ODN: 0,5 nmol/ul) ou
com missense oligodeoxinucleotideo (MS-ODN: 0,5 Ifmopara o TRPAL e coletadas 28
dias ap6s a cirurgia. As imagens representativdmexiga urinaria mostram a imunomarcagao
para TRPAL no urotélio (setas) e no musculo detricsdoecas de setas) (aumento de 20x, 100
pum) (painéis A e B). Representacédo gréafica da sidexe de marcacéo para o receptor TRPAL
na bexiga urinaria (painel C) e no urotélio e miscetrusor (painel D) expressa em unidade
arbitraria. Cada coluna representa a média e asdiverticais o e.p.m. de 4-6 animais.
“P<0,01; ™ P<0,001 comparado com o grupo tratado com MS-ODR<®,01 comparado
com a expressdo do TRPAL no urotélio do grupodeatem MS-ODN (testede Student ndo
pareado para C e ANOVA de uma via seguida pele tistStudent-Newmann-Keuls para D).
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Figura 21. Expressdo do receptor TRPA1l nos neurdmido ganglio da raiz dorsal
(segmentos medulares L6-S1) e na porgdo correspotelela medula espinhal apés o
tratamento com antisense oligodeoxinucleotideo paca TRPALl. A andlise imuno-
histoquimica da expresséo do receptor TRPAL fdizemta em neurdnios do ganglio da raiz
dorsal (GRD) e na medula espinhal de animais lesios tratados pela via intratecal com
antisense  oligodeoxinucleotideo  (AS-ODN: 0,5 nmipl/pou com missense
oligodeoxinucleotideo (MS-ODN: 0,5 nmol/ul) par&@BPA1 durante 14 dias e coletados 28
dias apds a cirurgia. Imagens representativas dosdnios do GRD (painéis A e B) e da
medula espinhal (painéis C e D) (aumento de 4@al@s 100 pum). Representacdo grafica da
intensidade de marcagéo para o receptor TRPAlawg®mios do GRD (painel E) e na medula
espinhal expressa em unidade arbitraria (paineC&jla coluna representa a média e as linhas
verticais o e.p.m. de 4-6 animai®< 0,05 comparado com o grupo tratado com MS-ODN
(testet de Student ndo pareado).
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411 Influéncia da lesdo medular sobre a respatmie e a
funcionalidade dos receptores TRPAL e TRPV1 deméas do ganglio
da raiz dorsal

Para avaliar a influéncia da lesdo medular sobre a
responsividade e a funcionalidade dos receptord3AIRe TRPV1,
neurbnios de pequeno diametro do ganglio da raizatoGRD)
(segmentos medulares L6-S1) obtidos de animaisopémdos, falso-
operados e lesionados, 14 dias apds o procedinondtgico, foram
cultivados e analisados quanto a mobilizacdo ddocéim resposta ao
estimulo com cinamaldeido (300 uM, agonista TRRALgapsaicina (1
UM, agonista TRPV1).

Como pode ser observado na Tabela 4, a lesdo medula
aumentou a proporcdo de neurbnios responsivosamaldeido (87%,
65/75 células responsivas/total de células ana®aglando comparado
ao grupo nao-operado (68%, 30/44). Além disso, fafiambservada
alteracdo significante na propor¢cdo de neurdnicspomsivos ao
cinamaldeido entre os grupos nao-operado (68%4B6/falso-operado
(82%, 33/40). Em relacdo ao estimulo com a capeaid pM), a lesdo
medular ndo alterou a proporcdo de neurbnios resmm a este
agonista (88/95, 84%) em comparagdo ao grupo néxadp (46/55,
84%). Além disso, o grupo falso-operado ndo aptesealteracédo
significativa na propor¢cdo de neurbnios responsaoscinamaldeido
(42/51, 82%) quando comparado ao grupo nao-ope@ids, 84%)
(Tabela 4).

Estimulo Grupo Proporgao %
Cinamaldeido N3o-operado 30/44 68
Falso-operado 33/40 82

Lesionado 65/75* 87

Capsaicina Ndo-operado 46/55 84
Falso-operado 42/51 82

Lesionado 88/95 84

Tabela 4. Efeito da lesdo medular sobre a respoidsite dos neurénios do ganglio da raiz
dorsal. Neurdnios do GRD de pequeno diametro (segmentosilared L6-S1) de animais
néo-operados, falso-operados e lesionados culsvadiaias apds a cirurgia foram estimulados
com cinamaldeido (300 pM) ou com capsaicina (1 |eMgvaliada a proporcdo neurdnios
responsivos.P<0,05, comparado com o grupo néo operado (Testgidguadrado).
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Além da proporcdo de células neuronais responsivasp
para@metro analisado foi o influxo de célcio, o quablica a
funcionalidade dos receptores TRPAL1 e TRPV1. A iGd2A mostra
gue os neurdbnios de animais lesionados estimuleaimscinamaldeido
apresentaram maior mobilizacdo de célcio intraael(if2,7 + 21,9%)
em comparacdo aos neurdnios de animais falso-aperdde modo
similar, o estimulo com capsaicina induziu maidtuko de calcio nos
neurdnios de animais lesionados (80,2 + 21,7%ndmaomparado aos
neurdnios de animais falso-operados (Figura 22Bhtlo, ndo houve
alteracdo na mobilizacdo de calcio intracelularesis grupos falso-
operado e ndo-operado em ambos os estimulos. AaFfu (C e D)
mostra o decurso temporal da mobilizacdo de célotoacelular
induzido pelo cinamaldeido ou pela capsaicina esméméos do GRD de
animais falso-operados e lesionados.
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Figura 22. Efeito da lesdo medular sobre a funcionalidade de=urdnios do ganglio da raiz
dorsal. Aumento de célcio intracelular induzido pelo cirsdaeido (300 puM, painel A) ou pela
capsaicina (1 pM, painel B) em cultura de neur6dm&RD (segmentos medulares L6-S1) de
animais ndo-operados, falso-operados e lesion&dtigada 14 dias apds a cirurgia. Tragado
tipico do aumento de célcio intracelular induziddopcinamaldeido (CIN) ou pela capsaicina
(CAP) (painéis C e D, respectivamente). O efeitd@b (30 mM) também foi avaliado. As
mudancas na fluorescéncig) foram normalizadas pela fluorescéncia inici) (para cada
regido de interesse e foram expressas céitt@)(x 100 (% do basal). Cada coluna representa
a média e as linhas verticais indicam o e.p.m egp&rimentos com um total de 30-80 células.
"P<0,05 comparado com o grupo controle (ANOVA de wtiaaseguida pelo teste de Student-
Newmann-Keuls).
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4.12 Influéncia dos fatores neurotréficos sobreeaponsividade e
funcionalidade dos receptores TRPAL e TRPV1 deméas do ganglio
da raiz dorsal

Com o objetivo de avaliar a influéncia de fatoresirotréficos
sobre a responsividade e a funcionalidade dos t@espTRPAL e
TRPV1, os neurbnios de pequeno didmetro do ganiglisaiz dorsal
(GRD) (segmentos medulares L6-S1), obtidos de asinén-operados,
foram cultivados na auséncia ou na presenca desptyacao elevada
(200 ng/ml) de NGF ou BDNF, seguido da andlise ddilizacdo de
célcio em resposta ao estimulo com cinamaldeid® (3M) ou
capsaicina (1 pM).

Quando cultivados na auséncia de NGF ou BDNF (grupo
controle) 68% (30/44) dos neurbnios foram sensiaeiginamaldeido.
Embora néo estatisticamente significativo, a pregseio NGF aumentou
a proporcao de neurdnios responsivos ao cinamal{8i%o; 61/74) em
comparacdo ao grupo controle (68%, 30/44). Alénsodiss BDNF
aumentou significativamente a propor¢cdo de neusdm@&sponsivos
(89%, 80/90) ao cinamaldeido quando comparado apogcontrole
(68%, 30/44) (Tabela 5).

A mesma analise foi feita em relacdo ao estimulm co
capsaicina. Quando cultivados na auséncia de fatbeecrescimento
(grupo controle) 84% (46/55) das células neurof@iam sensiveis a
capsaicina. Entretanto, a propor¢do de neurdniGponsivos a
capsaicina ndo foi alterada significativamente p®lsenca de NGF
(78%, 49/63) ou de BDNF (88%, 65/74) (Tabela 5).

Estimulo Grupo Controle NGF BDNF

Proporgao % Proporgao % Proporgao %

Cir Ideido Nao-operad: 30/44 68 61/74 82 80/90* 89

Capsaicina Nao-operado 46/55 84 49/63 73 65/74 83

Tabela 5. Efeito dos fatores neurotroficos sobreesponsividade dos neurdnios do ganglio
da raiz dorsal.Neur6nios do GRD de pequeno diametro (segmentaiulares L6-S1) de
animais ndo-operados, previamente expostos a doacges elevadas de NGF ou BDNF
(ambos 100 ng/ml), foram estimulados com cinamd&@¢300 M) ou com capsaicina (1 pM)
e avaliada a proporgdo de neurdnios responsi®s: 0,01 comparado com o grupo controle
(Teste do qui-quadrado).
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A seguir, a andlise da funcionalidade dos receptdRPAL e
TRPV1 mostra que, comparativamente ao grupo centeoincubacéo
dos neurdnios com NGF ou BDNF aumentou o influxocdkeio em
resposta ao cinamaldeido (NGF: 93,3 + 25,3%; BDYFE8 + 17,9%)
(Figura 23A). De modo similar, a incubacao dos éeias do GRD com
NGF ou BDNF aumentou o influxo de calcio em respa@stapsaicina
(NGF: 93,6 = 44,5%; BDNF: 106,4 = 18,6%) quando pamado ao
grupo controle (Figura 23B).

C—Controle I Controle
Bzz23 + NGF (100 ng/ml) EZZ3 + NGF (100 ng/ml)

_-+BDNF (100 ng/mly B _—+BDNF {100 ngiml)
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Figura 23. Efeito dos fatores neurotréficos sobre a funcionddide dos neurénios do ganglio
da raiz dorsal Aumento de calcio intracelular induzido pelo cirsdgieido (300 pM, painel A)
ou pela capsaicina (1 pM, painel B) em cultura eerdnios do GRD (segmentos medulares
L6-S1) de animais ndo-operados previamente expastamcentracdes elevadas de NGF ou
BDNF (ambos 100 ng/ml). As mudancas na fluoreseérf€) foram normalizadas pela
fluorescéncia inicialRo) para cada regido de interesse e foram expressas €/Fo) x 100 (%
relativa ao basal). Cada coluna representa a neédilinhas verticais indicam o e.p.m de 5
experimentos com um total de 30-80 célul@®<0,05, comparado com o grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student+Namn-Keuls).

4.13 Niveis de NGF e BDNF ap6s a lesdo medular

Tendo em vista o0s resultados mostrando o aumento da
responsividade e da funcionalidade dos receptd®*AL e TRPV1 na
presenca de fatores neurotréficos, investigameaslesdio medular altera
os niveis de fatores neurotréficos. Para issogfalizada a dosagem de
NGF e BDNF em amostras de bexiga urinaria, GRDgnfsetos
medulares L6-S1) e porcdo correspondente da meshpahal. A
Figura 24 (A e C) mostra o aumento significative méveis de NGF na
bexiga urinaria (5 vezes) e na medula espinhalef@s) somente no
2° dia ap6s a lesdo medular. Todavia, nos GlRDsbservada
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alteracdo tardia nos niveis de NGF, ou seja, aumdst2,5 vezes 28
dias apos a lesdo medular (Figura 24B).

C_JNao-operado
I Falso-operado
EZ2 Lesionado

NGF (pg/mg proteina)
NGF (pg/mg proteina)

Nao- 2 7 14 28 Nido- 2 7 14 28
operado operado

Dias apos a cirurgia Dias apés a cirurgia

NGF (pg/mg proteina)

Nao- 2 7 14 28

operado

Dias apés a cirurgia

Figura 24. Determinacdo dos niveis de NGF ap6s adle medular.Os niveis do fator de
crescimento neuronal (NGF) foram medidos em amesieabexiga urinaria (painel A), GRDs
(segmentos L6-S1) (painel B) e porcéo correspoeddat medula espinhal (painel C) de
animais ndo-operados, falso-operados e lesionadletadas 2, 7, 14 e 28 dias apos a cirurgia.
Os resultados sé@o expressos em pg/mg de protedda. @luna representa a média e as linhas
verticais 0 e.p.m. de 3 animai$<0,05! P<0,01; ™ P<0,001 comparado com o respectivo
grupo falso-operado (ANOVA de uma via seguida peste de Student-Newmann-Keuls).

O aumento nos niveis de NGF foi acompanhado poeatan
nos niveis de BDNF na bexiga urinaria em todosesg@dos analisados
(2,7, 14 e 28 dias: 6, 5, 2 e 5 vezes, respectutal, nos GRDs (dias 2
e 28: 3 vezes) e na medula espinhal (dia 2: 1,@s)eapos a leséo
medular (Figura 25A-C).
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Figura 25. Determinagdo dos niveis de BDNF apdsesdo medular. Os niveis do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) foram medicem amostras de bexiga urinaria
(painel A), GRDs (segmentos L6-S1) (painel B) ecforcorrespondente da medula espinhal
(painel C) de animais ndo-operados, falso-operadesionados, coletadas 2, 7, 14 e 28 dias
ap6s a cirurgia. Os resultados sédo expressos emgpig proteina. Cada coluna representa a
média e as linhas verticais 0 e.p.m. de 3 animii,05; " P<0,01;™ P<0,001 comparado
com o respectivo grupo falso-operado (ANOVA de wizmseguida pelo teste de Student-
Newmann-Keuls).
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5 DISCUSSAO

A lesdo medular causa uma série de danos ao tratéria
inferior. A maioria destes é resultado da interégpgdo impulso
supraespinhal, do impulso aferente para a medutnies e da
reorganizacdo do circuito intraespinhal (Vizzard99). Entre as
alteracdes funcionais observadas apés a lesdo amedhifio a perda do
controle voluntario da miccdo, a dissinergia vésisfincteriana e a
hiperatividade da bexiga urinaria. O presente estmdstrou, através de
um modelo experimental de lesdo medular em ratssprancipais
alteracdes moleculares e funcionais da bexiganmieade forma inédita
a participacdo dos receptores TRPALl na hiperatieidda bexiga
urinaria causada pela lesdo medular.

No decorrer da padronizacdo do modelo experimental,
observamos que o desenvolvimento da hiperatividadearia era
dependente da intensidade da lesdo medular. Agaseamos a utilizar
um indice de lesdo caracteristico de paraplegiaragcuja andlise
guantitativa das consequiéncias neuroldgicas sobrgt@ma motor ndo
ultrapassou o escore 3,2 durante as quatro sendgnasbrevida dos
animais, escore este similar ao observado previgmaor Vanicky e
colaboradores (2001). Desta forma, apés a completda da funcéo
motora dos membros inferiores nos primeiros pesqausteriores ao
procedimento cirargico, esta foi melhorada gradatiente, porém com
recuperacao limitada. Nestes animais, 0 prejuizoonmtor foi
caracterizado pela recuperacdo parcial da funcdorandos membros
inferiores, representado por movimento extenso wbes darticulagbes
(escore 3), ou movimento discreto das trés arpbes (escore 4) dos
membros inferiores.

A avaliagcdo histologica da bexiga urinaria permitiu
compreender algumas das alteracfes fisiopatolodEdmexiga urinaria
induzidas pela lesdo medular. Nos estagios iniclaidesdo medular
foram observadas alterac6es como presenca de egéuteaa, deposicio
de fibrina e infiltragdo de polimorfonucleares. Gistente com esses
achados foi observada indiretamente, através degxsnélevados da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), a m#agronunciada
de neutrofilos para a bexiga urinaria. Adicionalteennotamos a
presenca de sangue na urina (hematiria) dos anlesmados nos
primeiros dias ap0s a lesdo medular. Portantos edteracbes podem
ser indicativas da presenca de cistite hemorragieaultante do
rompimento dos vasos sanguineos e do urotélio de&idlistensdo
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excessiva da bexiga urindria, e do processo inftammgprovocado pela
infiltrac&o de urina para o tecido subjacente. Radrtante ressaltar que
em pacientes com lesdo medular a presenca de gidlesrdem como
outras anormalidades no urotélio € comum, as quadem tornar a
bexiga urinaria vulneravel a cistite crénica, redlaada possivelmente a
infeccdes bacterianas recorrentes (Herrera 2CdlQ).

Usando um modelo de lesdo medular em ratos, Apodaca
colaboradores (2003) descreveram alteracdes coagae na
morfologia e na funcdo de barreira do urotélio pomeiros periodos
apos o trauma medular, tais como a presenca de @gggampimento no
urotélio e exposicdo da lamina celular subjaceaitan da diminuigéo
da resisténcia transepitelial e aumento da periidedé & Agua e uréia.
De acordo com os autores, a morfologia e as fungfeteliais
retornaram ao normal dentro de quatro semanasapEsio medular.
Os mecanismos envolvidos nas alteracfes da funedbadeira do
urotélio apds a lesdo medular ndo estdo completanetucidados, mas
alguns fatores como a liberagdo de catecolaminaBbd®s nervosas
eferentes e a estimulagdo por estas de mastooitgigpnsaveis pela
liberacdo de histamina, bradicinina, prostaglan@ipdeucotrieno ¢ e
proteases, poderiam contribuir para o dano teciduahflamacéo
(Apodaca et al., 2003). Embora ndo tenhamos awaleaduncdo do
urotélio, nossos resultados mostraram claramentdamo tecidual,
caracterizado pela reducao intensa e generalizadan(oinero de
camadas de células epiteliais nos primeiros pesicalpds a lesdo
medular. Nos periodos mais tardios, o dano tecidiamenizado e foi
observada somente a perda discreta e escassalds oebteliais.

As alteracdes histopatolégicas da bexiga urin&i@stendem
também a mudancas na estrutura do muasculo detr&sobora a
sobrecarga mecéanica sobre o 6rgdo tenha sido madmi pelo
esvaziamento manual diario da bexiga urinaria e gesenvolvimento
do reflexo de miccéo involuntario dos animais leaios ao longo do
periodo, a bexiga urinaria pareceu hipertroficaldessegundo dia apos
a lesdo medular. Este fenémeno foi sugerido atrde@aimento do peso
Umido da bexiga urinaria em todos os periodos aiad. Contudo, ndo
podemos descartar a possibilidade de que este tunesieja
relacionado ndo somente com a hipertrofia da bexigaaria,
caracterizada pelo alargamento e alongamento dassfeiusculares e
pela alteracdo no contetdo de colageno e elastias,também devido
ao edema tecidual decorrente do processo inflamatBortanto, a
distensdo excessiva da bexiga urinaria parecensevanto crucial para
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as alteracfes histopatolégicas na bexiga urindrsereadas em nosso
estudo.

A lesdo medular afeta ndo somente a estrutura dagabe
urinaria, mas também a responsividade desta a wstinexdgenos.
Andlises in vitro mostram o aumento na contratiidade da bexiga
urinaria a estimulacdo elétrica, ao agente despatde KCl e ao
agonista de receptores muscarinicos carbacol £5t@€02). Desta
forma, nossos resultados permitiram mostrar o atoneependente do
periodo da lesdo medular, da resposta contratibaeldga urinaria
induzida pelo KCI, pelo carbacol ou ainda pelos nigas dos
receptores TRPAl1 e TRPV1, cinamaldeido e capsaicina
respectivamente. O aumento na contratilidade daybexinaria apos a
lesdo medular poderia ser explicado, em parte, ipdlagdo da sintese
protéica em terminacdes de fibras aferentes easélubteliais da bexiga
urinaria. De fato, tem sido descrito 0 aumentexiaressao de varios
canais ibnicos e receptores na bexiga urinarigy m humanos e como
em ratos com hiperatividade urinaria, dentre esteseptores
purinérgicos (Kim et al., 2008; Pannek et al., 200&ceptores
muscarinicos (Stevens et al., 2006; Hinata e2@04, Kim et al., 2008),
receptores TRPA1 (Du et al.,, 2008) e TRPV1 (Bratyale 2004;
Apostolidis et al., 2005), além de canais de sédamsiveis a
tetrodotoxina (TTX) (Black et al., 2003).

A maioria dos neurbnios aferentes da bexiga ugnawxibe
potenciais de agdo de alto limiar mediado por catisddio resistentes
a TTX. Entretanto, apés a lesdo medular a maioria wegrénios
aferentes da bexiga urinaassa a exibir potenciais de acédo de baixo
limiar mediadopor canais de sédio sensivei§ BX de baixo limiar de
ativacao, devido ao aumento elgpressao destes canais. Desta forma, o
potencial de acdo neuronal é alterado favorecendaurento da
excitabilidade dos neurdnios aferentes da bexig@ana (Yoshimura
and de Groat, 1997b). Portanto, 0 aumento da esqwede canais de
sodio sensiveis a TTX poderia ser, em parte, regpehpela facilitagcdo
da despolarizacdo da membrana celular e consequantee aumento da
resposta contratil induzida pelo KCI.

Ao compararmos o0s resultados obtidos através déisana
imuno-histoquimica e da andlise vitro da contratilidade da bexiga
urinéria, parece haver correlacdo entre o aumeatexpressao do
receptor TRPAL e da resposta contratil da bexiggua induzida pelo
cinamaldeido. Por outro lado, ndo ha uma combina@poral entre
estes fendmenos em relacdo ao receptor TRPV1. goses contratil
induzida pela capsaicina foi potencializada pek&de medular nos



64

periodos de 14 e 28 dias, porém a expressao dptoec€RPV1
aumentou somente no periodo de 28 dias apds a tesdolar. Esta
discrepancia poderia ser explicada por um procgssensibilizacdo do
receptor TRPV1, o qual acentuaria a resposta dindré&capsaicina.
Estudos prévios mostram que o receptor TRPV1 pedsensibilizado
por mediadores produzidos durante o processo iaftain. A ativacao
da proteina quinase A (PKA), da proteina quinagekiZ) e da quinase
Il dependente de calcio-calmodulina (CaMkll) por dma€eores
inflamatérios pode, através da fosforilagdo do t#rdico, aumentar
sua atividade (Cesare et al., 1999; Premkumareznial2000; Bhave et
al., 2002). Um processo de sensibilizacdo semedhpoderia ocorrer
simultaneamente com o receptor TRPA1, que assoeiadumento da
sua expresséo, contribuiria para a exacerbacdesp@sta contratil ao
cinamaldeido. Estudos recentes mostraram um pmceds
sensibilizacdo do receptor TRPA1 em modelos dearmao
neurogénica, através da ativacdo da PKC e da PKAmmadliadores
inflamatdrios como as proteases e a bradicinimnsequentemente a
fosforilacdo do canal ibnico, aumentando assimadivéidade (Bautista
et al., 2006; Dai et al., 2007; Wang et al., 20@8)vias de sinalizacéo
intracelulares comuns no processo de sensibilizal@#o receptores
TRPAL1 e TRPV1, sugerem que a transmisséo de estrmilamatérios
pode ser mutuamente controlada por estes receptBmrtanto, os
mediadores produzidos durante o processo inflaiatda bexiga
urindria observado neste estudo, poderiam ser me&apeis por
sensibilizar os receptores TRPA1 e TRPV1, contniboi para o
aumento da contratilidade da bexiga urinarigitro e in vivo.

Baseado em estudos que sugerem a co-localizagédo
receptores TRPA1 e TRPV1 em fibras aferentes dégdexrinaria
(Streng et al., 2008) e a interacdo funcional eetes na transducgéo
sensorial (Andrade et al., 2006; Bautista et &062 Salas et al., 2009,
Staruschenko et al., 2010), avaliamos se o blogedativo do receptor
TRPV1 pelo SB-366791 poderia interferir com a retpocontratil
mediada pela ativacdo do receptor TRPAL. Interéssemte, a
contracdo da bexiga urinaria de animais falso-ojmer@ lesionados em
resposta ao cinamaldeido foi reduzida, de modo rakEpee da
concentracdo, pelo blogueio do receptor TRPV1. $£sdados
corroboram com estudo prévio realizado por nosspgrno qual a
contracdo da bexiga urinaria isolada de rato imtdupelo cinamaldeido
foi parcialmente reduzida pelo SB-366791 (Andraidal.e 2006). Esses
resultados sugerem que a interagdo funcional eatreceptores TRPA1

dos
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e TRPV1 parece modular 0 mecanismo contratil daghexrinaria em
condicdes fisiologicas e patologicas.

Fatores adicionais a sensibilizacdo dos receptoRBAL e
TRPV1 podem ser responsaveis pela exacerbacdo danisemo
contratil da bexiga urinarimn vivo apds a lesdo medular. A ativacéo
direta do receptor TRPAL por produtos do estrezgkativo gerados no
sitio inflamatério, como por exemplo, o perdxido lddrogénio e os
produtos da peroxidacao lipidica tais como o 4ehxithonenal (4-HNE),
a 15d-PGg e a acroleina, poderiam interferir na funcdo dwepeor
TRPAL1 em fibras aferentes e em células uroteliaibekiga urinaria.
Estes compostos sdo capazes de ativar o recepeATTR induzir o
influxo de célcio em cultura de neurénios do GR@beaganglio nodoso,
bem como em células transfectadas com o TRPAL i@aet al., 2006;
Andersson et al., 2008, Takahashi et al., 2008)radborando com estes
achados, a administracao intravesical em ratosetbador inflamatério
H,S, é capaz de induzir hiperatividade urinaria pomentar a
freqliéncia de miccdo e reduzir o volume urinarimielado (Du et al.,
2007; Streng et al.,, 2008). Portanto, o aumentoatiddade dos
receptores TRPA1l e TRPV1 induzido pelo processlantdtorio da
bexiga urindria, em conjunto com a regulagdo daresgdo destes
poderiam contribuir para a hiperatividade da bexigaaria apds a leséo
medular.

No contexto da avaliacdo da expressdo do receREATL, é
interessante destacar que o RNAm codificador deptec TRPAL é
expresso constitutivamente na bexiga urinaria, magoénios do GRD
(segmentos medulares L6-S1) e na porgdo correspienda medula
espinhal, mas sua expresséo foi aumentada sormeeb&xiga urinéria e
nos neurdnios do GRD, no periodo de 7 dias ap@sao|medular.
Consistente com estes dados, a andlise imuno-histaa permitiu
evidenciar o aumento da expressdo do receptor TRRADexiga
urinaria (7 a 28 dias) e nos neurdnios do GRD 14 dias), mas ndo na
medula espinhal. A expressdo do receptor TRPAL neasOnios do
GRD foi maxima em 7 dias apds a lesdo medular, ndiimio
gradativamente apds este periodo, enquanto o ammentbexiga
urinaria foi persistente. Esses dados sugerem qunperatividade
urinaria induzida pela lesdo medular parece estaocéada com a
regulacdo da expressao do receptor TRPAL especi@reen terminais
das fibras aferentes e células uroteliais da beaxigaria.

Entretanto, os resultados da analise imuno-histaigai
apontaram diferencas entre os perfis de express&o receptores
TRPA1 e TRPV1 apos a lesdo medular. Diferentendmtexpressao do
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receptor TRPA1, o aumento da expressao do recéRi®Y1 na bexiga
urinaria foi mais tardio, sendo observado someBteids apds a lesédo
medular. Contrastes também foram observados nassgw do receptor
TRPV1 na medula espinhal. Enquanto a expressdeadptor TRPAL
nao foi alterada neste tecido, a expressdao do twrcdRPV1 foi
aumentada nos periodos de 2 e 7 dias ap0s a lesfidam Porém, o
perfil de expressdo dos receptores nos neurdniosG&D foi
relativamente semelhante, ou seja, foi observadwento da expressao
do receptor TRPV1 no periodo de 7 dias e do recefiRPAl nos
periodos de 7 e 14 dias apés a lesdo medularnBoresses resultados
sugerem que o receptor TRPAL sintetizado nos n@mgdto GRD
parece ser preferencialmente transportado paracigabarinaria, mas
nao para a medula espinhal. JA o receptor TRPMetigado nos
neurdnios do GRD parece ser transportado para alanegpinhal e
mais tardiamente para a bexiga urinaria. Portahtmnte o periodo de
2 a 14 dias apds a lesdo medular, o receptor TRpAréce estar
envolvido na modulagdo central, enquanto o recepRIPAL parece
mediar a modulacéo periférica do processo de mic¢éo

A hipotese de uma modulacdo central para o controle
processo de miccdo pelo receptor TRPV1 é reforgadaés de estudos
realizados em camundongos com delecdo génica peraeeeptor, 0s
gquais apresentaram menor expressado do gene dedativaediata-fos
na medula espinhal sacral durante a fase de encfunua bexiga
urinaria (Birder et al., 2002). Além disso, a dimigéo da atividade do
receptor TRPV1 na medula espinhal pela administragfatecal de
resiniferatoxina, reduz a hiperatividade do mascgtsusor em animais
com lesdo medular (Cruz et al., 2008). Apesar det@@nos observado
alteracdo na expressdo do receptor TRPAL1 na mexdpimhal, ndo
podemos excluir completamente o envolvimento desteptor neste
processo em estagios mais avancados da lesdao medsta que
periodos posteriores ao dia 28 ndo foram avaliadtesm disso, a
quantificacdo da imunoreatividade do receptor TRRA todas as
regides da medula espinhal poderia dificultar adgio de alteragbes na
expressdo do receptor neste tecido. Desta formaudass
complementares utilizando um marcador neuronal peatificar as
areas especificas da medula espinhal, as quaiberacprojecdes de
fibras aferentes da bexiga urinaria, tais como missura dorsal, o
corno dorsal superficial e o nucleo parassimpaamal (Fowler et al.,
2008) e a avaliacdo posterior da expressdo doptozes TRPAL e
TRPV1 nestas areas devem ser avaliadas para estlasta questéo.
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A bexiga urinaria apresenta atividade espontaneantkia fase
de enchimento do 6rgdo ou quando as preparacObexilga urinaria
sdo submetidas a tensdo (Steers e Tuttle, 200&tividade fasica
espontanea da bexiga urinaiia vitro parece estar relacionada a
atividade ndo miccional (contracdes ndo associadaicado) durante a
fase de enchimento da bexiga urindria observadanaitas espécies,
incluindo humanos. As contragbes fasicas da bexigaaria s&o
causadas pelo potencial de acdo gerado dentro @doutoldetrusor.
Estas sdo pequenas se comparadas aquelas prov@radastimulo
exdgeno ou pelo reflexo de micgdo. O papel dessasagdes é permitir
gue as células musculares ajustem o seu comprineemteesposta ao
enchimento da bexiga urinaria. Areas limitadas dgsculo detrusor
normal contraem com a distensdo da bexiga uringuigerindo assim
um acoplamento discreto entre as células musculaRmBém,
preparacdes de bexiga urinaria de pacientes coendtigidade urinaria
apresentam contracdes tetanicas, caracteristicasmdecoplamento
acentuado entre as células musculares. Neste tmntexaumento da
amplitude, mas ndo da frequéncia da atividade ¢&pea da bexiga
urinaria é observada em humanos e em animais cperatividade
urinaria (Brading, 1997; lkeda e Kanai, 2008). Redodo estes
achados, observamos também aumento na amplituaiévatade fasica
espontdnea da bexiga urinaria de animais lesionagpsoduzindo
assim este parametro fisiopatoldgico caracteristcdiperatividade da
bexiga urinaria.

Atualmente existe um grande interesse no entendimeos
mecanismos envolvidos na modulagéo da atividadeaféspontanea da
bexiga urinéria, visto que a reducdo desta podseia eficaz no
tratamento dos sintomas associados a hiperatividadlgaria. A
participacdo do receptor TRPAL neste processovideaciada através
dos resultados mostrando que a amplitude da atieidéasica
espontanea das preparacdes de bexiga urinariaimaisnesionados,
mas nao de animais falso-operados, foi signifieatiente reduzida pelo
tratamento intratecal com o AS-ODN TRPAL. A padiésse resultado,
podemos supor que a reducdo da expressdo do meddpRAl na
bexiga urinaria resultaria em liberacdo diminuidandurotransmissores
em decorréncia da sua ativagdo, como a acetilcadirde mediadores
locais como as prostaglandinas e endotelinas, meépeis pela
modulacdo da atividade fasica espontanea da besiiggia. Em funcéo
da origem miogénica da atividade espontdnea dagdenrinaria,
poderiamos ainda sugerir que o receptor TRPAli@stapresso nas
préprias células intersticiais da bexiga urindambém denominadas de
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miofibroblastos, colaborando diretamente para eragfio da atividade
fasica espontanea. Entretanto, sua expressao mdudéoi descrita em
células intersticiais da bexiga urinaria de humamake ratos, somente
em células intersticiais da uretra de humanos #&eaet al., 2009).
Portanto, o receptor TRPAL1 parece desempenhar papeltante na
modulacéo da atividade fasica espontdanea em espmdokgicos da
bexiga urinaria.

Adicionalmente, os estudos vitro reportados no presente
estudo mostraram que a resposta contratil indymttacinamaldeido na
bexiga urinaria de animais falso-operados e lediomdoi reduzida
significativamente pelo tratamento com AS-ODN TRPAZTXeducéo da
expressao do receptor TRPA1 nos neurbnios do GRia enedula
espinhal confirmou a eficacia do tratamento com G{IN, o qual
parece atingir os corpos celulares dos neur6nio&REB lombares e
sacrais e reduzir a expressdo protéica nos tesméfi@ientes neuronais
da bexiga urinaria, o que explicaria a inibicdocdatracdo da bexiga
urinaria in vitro mediada pela ativacdo do receptor TRPAL.
Interessantemente, o0 AS-ODN TRPAL néo alterou posta contratil
induzida pelo carbacol, o que confirma a seletidddo mesmo sobre a
sintese do receptor TRPAL e indica que a respastaati mediada
pela ativacdo de receptores muscarinicos ndo eneoparticipacao do
receptor TRPALl. Entretanto, a resposta contratifluzida pelo
cinamaldeido néo foi completamente abolida pel@manto com AS-
ODN nos dois grupos experimentais. Isto pode sglicexio através dos
dados mostrando que o AS-ODN reduziu a expressasedeptor
TRPA1 no musculo detrusor, ou melhor, nas fibraseaftes inervando
os feixes musculares, mas ndo no urotélio. Portantwotélio seria um
componente importante para o processo contratiladedelo receptor
TRPA1 na bexiga urinaria. Além disso, os resultatiostrando que o
tratamento intratecal com AS-ODN, ou ainda, quexposicdo das
preparacbes de bexiga urinaria ao HC-030031, redaziresposta
contratil induzida pelo cinamaldeido na bexiga anien de animais
falso-operados e lesionados reforcam a hipétes@adticipacdo do
receptor TRPAL no processo contratil normal e akac®d da bexiga
urinaria.

A relevancia do urotélio na resposta contratil raddi pela
ativacdo do receptor TRPA1 foi novamente eviderciattavés dos
dados mostrando que, a remocdo das células uimtebduz em
aproximadamente 60% a resposta contratil medialtag@amaldeido
na bexiga urinéria de animais ndo-operados. E impter notar que, nos
primeiros estagios da lesdo medular, nos quaisttzagrande perda de
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células uroteliais, a resposta contratil induzidko cinamaldeido nao é
aumentada. Desta forma, poderiamos sugerir quenerda da resposta
contratil da bexiga urindria mediada pelo cinanidide depende em
grande parte, da expresséao do receptor TRPAL anasélroteliais. Os
resultados mostrando a imunoreatividade para @tecd RPALl mais

intensa no urotélio do que no musculo detrusor erdodo de 28 dias
apos a lesdo medular, periodo no qual o dano nélior@ discreto,

reforcam a hip6tese de que o aumento da expressdxeptor TRPAL

no urotélio esta correlacionado com o aumento slposta contratil ao
cinamaldeido apés a lesdo medular. No entantopdescemos o efeito
da remocao das células uroteliais sobre a resposteatil mediada pelo
cinamaldeido na bexiga urinaria de animais lesiosad?ortanto,

estudos adicionais seriam necessarios para esrl@sa questao.

Com o intuito de aprofundar os estudos sobre o leinvento
do receptor TRPAL na hiperatividade da bexiga ddng&valiamos os
parametros urodindmicos do processo de miccdo @maisnfalso-
operados e lesionados. Estudos prévios mostraramn drante os
primeiros quatro dias apds a lesdo medular, a aaximaria torna-se
arreflexa e, a partir do quinto dia surgem as egdis da bexiga
urinaria ndo associadas a micgdo (CNMs) (Takahaed.,e2007). De
fato, a andlise cistométrica da bexiga urinaridizada 28 dias apds a
lesdo medular, mostrou o aumento significativo dmero de CNMs
durante a fase de enchimento do 6rgéo. Consistenteos resultados
positivos obtidos com o AS-ODN TRPAL sobre a atidiel fasica
espontdnea da bexiga urindria, este tratamentaitedunumero de
CNMs (52%) enquanto o HC-030031 reduziu a amplit(#tio) e o
numero das CNMs (67%). A diferenca da eficacia ttatkamentos
poderia ser explicada, em parte, pela extensaoedaadingida, ou seja,
a administracéo sistémica com HC-030031 atingecepter TRPA1
expresso em fibras nervosas e em células uroteiaisadministracéo
intratecal com AS-ODN atinge somente o receptor ARBxpresso em
fibras nervosas como observado na analise imunoghisnica.

Em humanos e em animais, a interrupgdo das viaemgsntes
controlando 0s neurdnios motores abaixo do locdes@o na medula
espinhal, resulta na perda do controle motor docuoidsestriado do
esfincter uretral externo e no desenvolvimento idsirtergia vésico-
esfincteriana (Shefchyk et al., 2006). Através dalise cistométrica,
observamos a reducdo do intervalo entre as coesad@ bexiga
urinaria de animais lesionados, indicando que dghexrinaria esta
contraindo exacerbadamente, o que facilitaria adwie representaria
um quadro de incontinéncia urinéria, porém o eswvaznto vesical ndo
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é realizado adequadamente devido a contracdo amaaltdo esfincter
uretral externo (dissinergia vésico-esfincteriangste fenémeno é
evidenciado através das alteragdes urodinAmicaeseiadas pela
reducdo do volume eliminado, aumento no volumeduasdi e a

diminuicdo drastica da eficiéncia no esvaziamemsical, provocando
consequentemente o aumento da presséo basal esdaglimiar.

Uma hip6tese que explicaria o desenvolvimento daimrgia
vésico-esfincteriana apos a lesdo medular seriaajirepulso aferente
da bexiga urinéria para a medula espinhal saaatfjuzido pelas fibras
aferentes C, estimularia os neurénios motores nsgpyeis pelo controle
do esfincter uretral externo através de novos riatednios, novas
conexdes sinapticas e/ou mudancas na neurotradsmigsntro do
circuito intraespinhal reorganizado apés a leséddufae (Karsenty et
al., 2005). De fato, Seki e colaboradores (2004enkaram que apos a
lesdo medular, o aumento na expressédo de NGF (wsnfatores
neurotroficos responsaveis por induzir hiperexditidre das fibras C)
na medula espinhal sacral, esta relacionado caiwidaale do esfincter
uretral externo durante as contracbes de miccabedé@a urinaria.
Corroborando com estes achados, também observanmosntd nos
niveis de NGF na medula espinhal apés a lesdo areddste modo, a
modulagéo da atividade aferente da bexiga urirs@iie uma estratégia
terapéutica para reduzir a dissinergia vésico-g&firana. No entanto,
observamos que o tratamento com o HC-030031 ou cdk$-ODN
TRPA1 ndo apresentou efeito sobre o volume elintnad sobre o
volume residual e, consequentente sobre a eficiéhziesvaziamento
vesical, sugerindo que o receptor TRPA1 ndo estohddo na
modulagéo da atividade do esfincter uretral externo

Estudos prévios mostraram que a distenséo excedsibaxiga
urinaria provocada pela dissinergia vésico-esfimarta ou pela ligacdo
parcial da uretra é responséavel pela inducao aethiffia dos neurbnios
aferentes e do musculo detrusor da bexiga urifi@teers et al., 1991).
Este fenbmeno indica que, mudancas na bexiga i&ingmdem
influenciar as propriedades de neurbnios afereqtes inervam este
o6rgdo. Desta forma, é provavel que as mudancastif@as em
neurdnios aferentes da bexiga urinaria, sejam desaidnteracdo das
fibras nervosas aferentes com a bexiga urinariajnaés de uma
interacdo com a medula espinhal lesionada. Esteagéio apds a leséo
medular pode ser mediada pelo aumento na produeddatdres
neurotroficos na bexiga urinaria, e o transportiegeado destes para os
corpos celulares neuronais, visto que os niveifatto de crescimento
neuronal (NGF), do fator neurotréfico derivado @vebro (BDNF), do
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fator neurotrofico derivado da glia (GDNF), das notwfinas 3 e 4
(NT3 e 4) estdo aumentados em bexigas hipertrafiggaratos com
lesdo medular ou ligacdo parcial da uretra (Vizza@d0; Zvara et al.,
2002). Além disso, a hipertrofia de neurdnios aftre e eferentes que
inervam a bexiga urinaria é minimizada em partéa pelministracao
intratecal de anticorpo anti-NGF (Steers et al9119996). Reforcando
estes achados, foi observado que a administracéateital ou
intravesical de NGF pode sensibilizar as fibragesifies da bexiga
urinaria e induzir hiperatividade urinaria (Yoshimawet al., 2006; Zvara
e Vizzard, 2007). Nossos resultados sugerem qustensdo excessiva
da bexiga urinaria causada pela dissinergia vésfineteriana esta
associada com a producdo aguda de NGF (2 diasadps&o medular) e
a producédo aguda e crénica de BDNF (2 a 28 dias apgsdo medular)
pelo 6rgao.

Vérios estudos mostram que o NGF e o BDNF estdolédes
na regulacdo da expressdo e da sensibilidade deptoees TRPAL
(Babes et al., 2004; Obata et al., 2005; Diogehes.,e2007; Anand et
al., 2008; Ciobanu et al., 2009) e TRPV1 (Amayalgt2004; Zhang et
al., 2005; Ciobanu et al., 2009) em neurdnios s@isoDesta forma, as
alteracbes de expressdo dos receptores TRPALl e TRRWexiga
urinaria dos animais lesionados poderiam ser madipélas acdes do
NGF e do BDNF. Considerando o aumento observadoniass de
NGF e BDNF na bexiga urindria em estagios inicisidesédo medular,
estes poderiam ser 0s responsaveis pelo aumentexprassdo do
receptor TRPA1 na bexiga urinaria observado 7 dip8s a leséo
medular. Por outro lado, o BDNF poderia ser o resgeel pelo
aumento da expressdo do receptor TRPALl na bexigeriar nos
estagios subsequentes e do receptor TRPV1 no peal#@8 dias apos a
lesdo medular, tendo em vista 0 aumento duradd+28 (dias) nos
niveis deste fator neurotréfico neste tecido. Eamte, ndo podemos
descartar a participacdo de outras neurotrofinatramescricdo génica
destes receptores, tendo em vista que somente ceNGBDNF foram
avaliados neste estudo.

Os fatores neurotréficos produzidos na medula Bsp&/ou na
bexiga urinaria, especificamente nas células uaidee no musculo
detrusor, ativam um ou mais membros da familiaedeptores tirosina
quinase (TrkA, TrkB e TrkC) e o receptor p75 e s@msportados
retrogradamente para os corpos celulares de mesrddo GRD
(Reichardt, 2006). Por exemplo, 0 NGF produzidderiga urinaria
ativa receptores TrkA nos terminais nervosos naghbedrinaria ou na
medula espinhal, resultando na internalizacaorsparte retrégrado do
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complexo TrkA/NGF ativado para o corpo celular cesirénios do

GRD (Kuruvilla et al., 2004). Em nossos experimentobservamos
aumento de NGF nos neurdnios do GRD somente 28&gias a lesédo
medular. Entretanto, a disponibilidade maior de N®E neurdnios do
GRD parece ndo ser oriunda do transporte retrogceldNGF dos

terminais nervosos da bexiga urinaria, tendo eta wgyrande intervalo
de tempo decorrido entre a reducdo da expressadGiie na bexiga

urinéaria (7 dias) e o aumento nos neurdnios do PF3lias). Portanto,
parece mais provavel que o aumento do NGF obsemvasimeurdnios
do GRD 28 dias apés a lesdo medular seja provendmttransporte
retrogrado do NGF dos terminais centrais da medsjinhal em

direcdo aos corpos celulares dos neurbénios do GRifbrcando esta
hipotese, observamos que a lesdo medular caus@nsuma expresséo
de NGF na medula espinhal com pico em 2 dias, degig reducgéo
gradativa em 7 dias, retornando ao nivel basal #uiids e seguido de
aumento, embora ndo significativo, em 28 dias apdtessao medular.
Assim, uma propor¢do do NGF sintetizado na medsgénkal poderia

ter sido transportada para os corpos celularesmdonios do GRD.

Diferente do que foi observado para o NGF, os sidei BDNF nos

neurdnios do GRD foram significativamente aumerdadios periodos
de 2 e 28 dias apos a lesdo medular. Portantoptoparcao do BDNF

formado na bexiga urindria e na medula espinhale ptat sido

transportada retrogradamente para os corpos @sutims neurdnios do
GRD, considerando o aumento deste fator neurotréfia bexiga

urinaria em todos os periodos analisados e na medinhal 2 dias
apos a lesdo medular.

A partir dos dados mostrando que a lesdo medulduzin
aumento na expressdo dos receptores TRPAL e TRB¥heurdnios
do GRD, a proxima etapa deste estudo foi avali@msponsividade e a
funcionalidade desses receptores. Nossos resultdsgram que a
lesdo medular induziu aumento na proporcao de nEsrdesponsivos e
no influxo de calcio apds o estimulo com o agordstaeceptor TRPAL
cinamaldeido. Além disso, a lesdo medular causmeaio no influxo
de célcio, mas ndo no niumero de neurdnios respEnapos o estimulo
com o agonista do receptor TRPV1 capsaicina. Diestaa, a lesdo
medular induziu aumento na responsividade e naidoalidade do
receptor TRPAL e na funcionalidade do receptor TREBXpressos nos
neurdnios do GRD.

Ainda neste sentido, considerando que os fat@emtroficos
podem alterar além da expresséo, a sensibilidasleedeptores TRPAL
e TRPV1, avaliamos se o NGF e o BDNF poderiam seegponsaveis
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pelas alteragbes na funcionalidade e na respoadwidios receptores
TRPA1 e TRPV1 expressos nos neurbnios do GRD. @dns@s que
em neurdnios do GRD de animais ndo lesionadosesepca de NGF
aumentou o influxo de calcio ap6s estimulo com roeldeido. Por
outro lado, a presenca de BDNF aumentou o influxoalcio e também
0 numero de neurdnios responsivos ao cinamald&do.relacdo ao
receptor TRPV1, observamos que a presenca de NGée dBDNF
aumentou o influxo de calcio, mas ndo o numero dardmios
responsivos a capsaicina. Assim, podemos sugeerajmiumero de
neurdnios responsivos a estimulagdo do receptorVIRR&ao foi
alterado devido a expressao inalterada do recep®PV1 nos
neurénios do GRD 14 dias ap0s a lesdo medulampdeero qual os
neurénios do GRD foram cultivados e analisados.cBnjuntos, estes
resultados permitem sugerir que o0 aumento nas stesptuncionais de
receptores TRPA1 e TRPV1 nos neurbnios do GRD apdsséo
medular pode ser devido ao NGF e/ou ao BDNF, oss qgasibilizam
estes receptores, tornando-os mais funcionais.

Apesar da demonstracdo de que o NGF e o BDNF modala
funcionalidade e responsividade dos receptores TTRPARPV1, ndo
observamos aumento na expressdo destes fatorestraficos nos
neurdnios do DRG no periodo de 14 dias ap6s ag@uno qual a
cultura neuronal foi realizada. Esta discrepancidega ser explicada
através de duas possibilidades. A primeira sertacgNGF poderia unir
e ativar o receptor TrkA nos terminais nervososaq keceptor TrkA
ativado, em um complexo com NGF ou ainda sem o NjeFaria o
sinal retrégrado. Outra possibilidade é que o N@f @& receptor TrkA
em terminais nervosos, e consequentemente o recEd estimule
alguns substratos, os quais promoveriam a sinalivegtrograda. Nestas
duas hipoteses, o elemento fundamental é o recEftarativado e ndo
necessariamente o transporte dos fatores neuoms6fiom o receptor
TrkA ativado (Miller e Kaplan, 2001). Portanto,iaadizacao retrégrada
pode ndo desencadear o aumento de fatores neiowdrdfos corpos
celulares de neurdnios do GRD. Estes resultadosanosjue os fatores
neurotréficos séo elementos importantes para a lagi da atividade
dos receptores TRPAL1 e TRPV1 nos neurbnios do GRbYribuindo
assim para a hiperatividade da bexiga urinéria apésédo medular.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que aresdular
em ratos é uma ferramenta importante para avakaralteracbes
histoldgicas, moleculares e funcionais observadakiperatividade da
bexiga urinaria decorrente de neuropatologias.stedsdo excessiva da
bexiga urinéria, decorrente da dissinergia véssfimeteriana, parece
ser um evento crucial para a indugéo das alteratdd®xiga urinaria,
nos neurénios do GRD e na medula espinhal obsesvada nosso
estudo. Assim observamos o dano nas células wisteb processo
inflamatdrio, a hipertrofia muscular, a producadateres neurotréficos
e consequentemente a inducdo da sintese protéieagm conjunto
contribuem para o aumento da excitabilidade deaditaferentes da
bexiga urinaria e o desenvolvimento de hiperatiedaurinéria. O
receptor TRPAL1 esta nitidamente relacionado comumeato da
excitabilidade das fibras aferentes da bexiga tianapos a leséo
medular, contribuindo significativamente para o anto da atividade
fasica espontdnea da bexiga urindiia vitro e o surgimento de
contracBes ndo associadas a miccdo obsenwadago. Os receptores
TRPAL1 e TRPV1 presentes em terminacdes periféatas centrais de
neurdnios aferentes, nos corpos celulares dos mesr&ferentes no
GRD e em células uroteliais da bexiga urinaria gere integrar 0s
mecanismos fisiopatol6gicos do processo de mictdervados apds a
lesdo medular. Assim, o entendimento acerca dacipag¢do do
receptor TRPAL1 na fisiopatologia da hiperatividadenaria pode
contribuir para o desenvolvimento de novas terap&@a o tratamento
desta importante disfuncéo urolégica.
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Figura 26. Mecanismos propostos para a participagdo receptor TRPA1 na hiperatividade
da bexiga urinaria decorrente da lesdo meduldrlesdo medular interompe o controle motor
do esfincter uretral externo, induzindo dissinergisico-esfincteriana. Desta forma, a
obstrugdo funcional do esfincter uretral externmisearetencdo urinaria e prejuizo no
esvaziamento vesical. A distensédo excessiva dadexinaria pelo grande volume residual de
urina induz hipertrofia do érgdo, resultando em etm na producéo de NGF e BDNF, bem
como na expresséo dos receptores TRPA1 e TRPVElalasuroteliais e fibras aferentes que
inervam a bexiga urinaria. A expressdo de NGF edeptor TRPV1 também esta aumentada
na medula espinhal, indicando uma possivel paaigéip deste receptor nas alteracdes dos
reflexos centrais do processo de micgdo apds @ lesgdular. Os fatores neurotréficos
produzidos na bexiga urinaria e/ou na medula eapimem-se a receptores Trk presentes em
terminais periféricos ou centrais das fibras afe®nOs receptores Trk ativados, sdo
transportados retrogradamente, com ou sem o faaotofico, pelas vias aferentes até os
corpos celulares dos neurdnios do GRD, onde promogetre outras agfes, aumento na
sintese protéica, em especial no contexto destel@stle receptores TRPAL e TRPV1 em
fibras aferentes C, contribuindo para o desenvawim e manutencdo da hiperatividade da
bexiga urinaria. GRD: ganglio da raiz dorsal; GR)nglio pélvico maior; EUE: esfincter
uretral externo; PMN: polimorfonuclear (neutréfild)PO: mieloperoxidase.
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8. ANEXOS

Escala BBB de avaliacéo funcional (Basso et al.,94%)
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Posterior

[Quadril | Joclho | Tornozslo

Posigio do

Movimento da Pata Pisada
Dianteira

Tronco

Abdome Apoio da Pata

s
Dorsal Dedos

Posicio
Predominante da

Liberagio Pata

Contato.

Inicial Elevagio

Paralelo

Com
Suporte
de Peso
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Cauda

E|E|E|E|E | E |Cenmal
Rato: Data / / 200 Dias Pos- Pontuagdo Esquerdo: Direito
Operatério
Movimento & Pisada Dorsal = 4 passos da pata 0 Nunea (0%) T Rotasao Inferna
posterior
[ Nenhum *  Liberagio < 50% O Ocasional (< E Rotagdo Externa
50%)
s Suave D oy Arasando = A'passosdapaalll| F  Frequente (51- [P Paralelo
(discreto) posterior 94%%)
E Extenso C  Consistente (93-
100%)
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Escala BBB de avaliagédo funcional de 21 pontos (Baset al., 1995)

PONTUACAD  DEFINIGOES OPERACIONAIS DE CATEGORIAS E ATRIBUTOS
0 Henhum movimento observavel do membro posterior.
Movimento discreto (limitado) de uma ou de duas articulagdes,
: geralmente do quadril efou dosjoelhos,
; Movimento extenso de Uma aticulagio ou movimento extenso. de
- uma articulagio e discreta de outra,
3 Mavimento extenso de duas articulagdes.
Movimerto discreto de todas as trés adiculagdes do membro
+ posterior,
Maovimerto discreto de duas articulagfes e movimento extenzo da
° terceira,
Movimento extenso de duas articulagdes & movimento discreto da
6 terceira,
T Meovimento extenso das trés articulagdes do membro posterior,
FPedalada sem suporte de peso ol apoio plantar da pata sem suporte
: de peso.
Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em fase de
9 gpolo (e guando estatico) ou passada dorsal ocasional, freqiente
ou conslstents com suporte de peso e nenhuma passada plantar,
Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenbuma
e coordenagao dos membros anterlor e posterior,
Paszo plartar com suporte de peso freglerte & consisterte e
H nenhiuma coordenacio dos membros anterior & posterior,
Passo plantar com suporte de peso freqlente a consisterte e
12 coordeniagio ocasional dos membros anterior & posterior,
Passo plantar com suporte de peso freglente & consisterte e
@ coordenagio freqlente dos membros anterior & posterior,
Passo plantar com suporte de peso consistents, coordenacio
consisterte  dos membros anterior e posterior e  posigBo
predominants da pata rodada (interma ou externamente) durante a
14 locornogcao, noinstante do cortzte iniclal com a superficie (piso) berm
como, antes de liberar os dedos no final da fase de apoio ou
passada plantar freqlente, coordenacio consistente dos membros
anterior & posterior e passada dorsal ocasional.
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Passada plantar consistente e coordenagBo consisterte  dos
membros arterior & posterior & nenhuma liberagio dos dedos ou
liberacdo ocasional durante o movimerto do membro para frente,
posicio predominante da pata pardela ao corpo no instante do
contato inicial,

Passada plantar consistente & coordenacio dos membros anterior &
posterior durante a2 marcha e a liberagéo dos dedos ocorre
freguentemente durante o movirmento do tmembro para frerte, a
posicio predominante da pata & parslela ao corpo no instante do

contato iniclal e rodadano instante da liberag o,

Passada plantar consistente e coordenagio dos membros anterior e
posterior durante 2 marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
frequentemente durarte o maovimento do membro para frerte, a
posi¢io predominante da pata € paralela 20 corpo nos instantes do

contato inicial e liberacio dos dedos.

Pazsada plartar consistente e coordenacio dos membros anterior &
posterior durante @ marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
consistentemente durarte o movimento do membro para frente, a
pozicAo predominante da pata & paralela as corpo no instante do

contato iniclal & rodadana liberacio dos dedos.

Passada plantar consistente & coordenacio dos membros anterior e
posterior durarte 2 marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
consistentemente durante o movimento do membro para frente, a
posicio predominante da pata € paralela @o corpo no instante do
contato & da liberagio dos dedos e apresenta a cauda para baixo

parte do tempo ou por todo o tempo,

20

Passada plantar consistente e coordenagao dos membros anterior &
posterior durante 2 marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
conisistentermente durarte o movimmento do membro para frente, a
posico predominante da pata € paralela @o corpo no instante do
contate & da liberacdo dos dedos & apresents a cauda

consistertemente elevada e instabilidade do fromco,

21

Passada plantar consistente e marcha coordenads, liberagido dos
dedos, a posigio predominante da pata & paralela @0 corpo durante
toda a faze de apoio, estabilidade consisterte do tronco, cauda

consistentemente elevada,




DEFINIGOES

Discreta

Meawimento parcial da ariculace, inferior & metade da

amplitude de movimento da articulacio,

Extensa

Movimento parcial da articulagio, superior & metade da

amplitude de movimento da articulagio,

Pedalada

Mavimento ritmico do membro posterior no qual suas
trés  articulacbes estio estendidas, em  sSeguida
completamente flexionadas & novamente estendidas, o
animal geralmente incling-se lateralmente, 2 superficie
plantar da pats pode ou ndo tocar o solo, nenhum
sUporte de peso corpdrec € eviderte por toda a pata

posterior,

Sem suporte de peso

Menhuma contragBo dos milsculos extensores do
membro posterior durante pisada plantar da pata ou

nenhuma elevacdo da coxa,

Com suporte de peso

Contragio  dos musculos extensores do  memibro
posterior durante a pisada plartar da pata ou nenhuma

elevacio da coxa

Passada plantar

A pata estd em cortato plantar com suporte de peso,
em seguida ocorre o movimento do membro para frente
até ser restabelecido o contato plantar com suporte de

pes.

Passada dorsal

0 peso & suportado pela superficie dorsal da pata em

gualguer porto do ciclo do passo.

Coordenagao dos membros

arterior e posterior

Fara todo o passo do membro anterior ocorre Um passo

do membro posterior e oz membros posteriores se

alternam.
Menos do ques ouigusal & metade das vezes, < ouigual
Ocasional
a 50%,
Frequente Mais do que a metade, mas N30 sempre, 51-94%.
Consisterte Quase sempre ou sempre, 95-100%.

Instabilidade do tronco

Laterizagio do peso que causa osdlagio de um lado a

outro ou colapso parcial do tronco.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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